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O adequado manejo de doenças de plantas necessita da correta caracterização e 
identificação de agente(s) etiológico(s), tendo em vista a elevada heterogeneidade 
apresentada por espécies de um mesmo gênero. Assim como o manejo de doenças na 
agricultura com o uso de produtos químicos para o seu controle tem sido utilizado de 
forma convencional, tem sido também alvo de preocupação já que o uso exagerado 
oferece diversos riscos à saúde humana, bem como ao equilíbrio sustentável do meio 
ambiente. O objetivo da presente pesquisa foi identificar a diversidade genética de 
Fusarium spp. de populações da Paraíba (PB), Pernambuco (PE) e Rio Grande do Norte 
(RN) em abacaxizeiro ´Pérola` e avaliar extratos vegetais como controle alternativo da 
fusariose do abacaxizeiro. Foram coletados frutos de abacaxizeiro, cv. Pérola com sinais 
e sintomas da fusariose em áreas produtoras na PB, PE e RN. Os isolados foram 
caracterizados morfologicamente e a caracterização molecular foi realizada utilizando 
sequências do gene da segunda maior subunidade ribossômica - RPB2. Extratos 
vegetais de Caesalpinia ferrea (CF), Anadenanthera colubrina (AC), Momordica 
charantia (MC) foram usados nas concentrações de 500, 1000, 1500 e 2000 ppm; 
enquanto o indutor de resistência acibenzolar-S-metil (ASM) foi utilizado na dosagem 
de 2,0 g/ha. Como padrão de comparação, utilizou-se o fungicida tebuconazol (75 
mL/ha) e a água destilada esterilizada (controle). A avaliação da severidade da doença 
foi realizada usando-se escala de notas e Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença 
(AACPD). As avaliações pós-colheita foram realizadas em frutos maduros através das 
medições de pH, teores de sólidos solúveis totais, acidez total titulável, firmeza e 
atividade das enzimas peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amônia-
liase (FAL).Concluiu-se que os isolados associados aos frutos de abacaxizeiro 
apresentaram ampla variabilidade determinada pelos marcadores fenotípicos e 
molecular analisados. Infere-se que podem existir pelo menos duas espécies de 
Fusarium, além de F. guttiforme, associadas à fusariose em frutos de abacaxizeiro entre 
os isolados coletados; os isolados desse estudo induziram sintomas, sinais e níveis 
diferentes de patogenicidade em frutos de abacaxizeiro. O extrato vegetal de M. 
charantia apresentou potencial para redução da severidade da fusariose em frutos do 
abacaxizeiro ‗Pérola‘ através do mecanismo de ação fungitóxica; o extrato M. charantia 
nas concentrações mais elevadas, interferiu positivamente as características físico-
químicas dos frutos. 





Whereas the proper management of plant diseases requires the correct characterization 
and identification of agent (s) etiological (s), in view of the high heterogeneity by 
species of the same genus. As well as the management of diseases in agriculture with 
the use of chemicals to control it has been used conventionally, considered 
economically viable for many, however, is also causing concern have been the overuse 
offers several health risks human and sustainable environmental balance. The objective 
of this research was to identify the genetic diversity of Fusarium spp. populations in 
states of Paraíba state, Pernambuco (PE) and Rio Grande do Norte (RN), Brazil and, 
evaluate plant extracts as an alternative to control Fusarium wilt of pineapple. It was 
collected fruit of pineapple, cv. Perola with signs and symptoms of Fusarium in 
producing areas in PB, PE and RN. The isolates were characterized morphologically 
and molecular characterization was performed using gene sequences of the second 
largest ribosomal subunit - RPB2. Plant extracts of Caesalpinia ferrea (CF), 
Anadenanthera colubrina (AC), Momordica charantia (MC) were used at 
concentrations of 500, 1000, 1500 and 2000 ppm; while the resistance inducer 
acibenzolar-S-methyl (ASM) was used at 2.0 g / ha. As a standard of comparison, it was 
used the fungicide tebuconazole (75 ml / h) and sterile distilled water (control). The 
assessment of the severity of the disease was performed using a i and the disease index 
to determine the area under disease progress curve (AUDPC). Post-harvest assessments 
were conducted in ripe fruits through the pH, total soluble solids, titratable acidity, 
firmness and activity of peroxidase (POX), polyphenol oxidase (PPO) and 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL).  It was found that the isolates associated with 
pineapple fruits showed high and wide variability determined by phenotypic and 
molecular markers analyzed. There are at least two species of Fusarium, and F. 
guttiforme, associated with Fusarium in fruit pineapple among isolates collected; 
pathogens of this study showed symptoms, signs and different levels of pathogenicity in 
fruits of pineapple. The herbal extract of M. charantia presented with potential in 
reducing the severity of fusarium disease in fruits of pineapple 'Perola' through the 
fungitoxic mechanism of action; M. charantia extract at higher concentrations 
positively affected the physical and chemical characteristics of the fruits. 





No cenário nacional do mercado frutícola, o abacaxizeiro (Ananas comosus L.) 
destaca-se por está entre as culturas mais rentáveis, visto que nas últimas cinco décadas 
foi observado o crescimento constante da área cultivada e da produção total refletindo a 
expansão do mercado consumidor (REETZ et al., 2015; IBGE, 2015). 
Entretanto os abacaxicultores enfrentam problemas no campo, sobretudo de 
ordem fitossanitária, destacando-se as doenças que causam grandes prejuízos 
econômicos. Dentre elas, está a fusariose, que tem como agente etiológico o fungo 
Fusarium guttiforme (Nirenberg e O ‟Donnell), que causa problemas durante todo o 
ciclo da planta, porém é na pós-colheita que acarreta grandes prejuízos econômicos aos 
produtores, uma vez que as perdas podem atingir até 100% da produção (APARECIDO 
et al., 2010). 
No Brasil a espécie F. gutifforme caracteriza-se por causar doença em 
abacaxizeiro, porém análises moleculares tem detectado que dentro deste gênero pode 
haver outras espécies causando a fusariose, assim a caracterização molecular é uma 
importante ferramenta para detectar a diversidade genética entre e dentro de populações 
para traçar estratégias de controle, o adequado manejo de qualquer doença passa, 
necessariamente, pela correta caracterização e identificação de agente(s) etiológico(s) 
(NIRENBERG; O‘DONNELL, 1998; JACOBS et al., 2010; SOARES, 2011).  
No manejo da fusariose, o uso de produtos químicos para o seu controle nos 
plantios de abacaxizeiro no Brasil tem sido utilizado de forma convencional pelos 
abacaxicultores. Essa prática ainda é, por muitos, considerada economicamente viável, 
em contrapartida, tem sido também alvo de preocupação, já que o uso exagerado 
oferece diversos riscos à saúde humana, bem como ao equilíbrio sustentável do meio 
ambiente, depositando altas taxas residuais nos frutos pós-colheita através de altas 
dosagens e desrespeito ao período de carência e pelo uso de princípios ativos não 
registrados para a cultura (NOGUEIRA et al., 2014; PARA, 2014).  
Como fonte alternativa para o controle de doenças no abacaxizeiro, tem sido 
adotada nos últimos anos, o uso de extratos vegetais e óleos essenciais de plantas 
nativas, que vem surgindo como uma aceitável opção, com resultados promissores em 
pesquisas que comprovam ou validam a sua eficácia (NASCIMENTO et al.,2013;  
SOUZA et al., 2015; SALES et al., 2016). 
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Trabalhos têm constatado sua eficiência no controle de fitopatógenos, tanto pela 
ação fungitóxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinação de esporos, 
quanto pela indução de resistência, que indica a presença de compostos com 
características de elicitores (SOUSA et al., 2013; BRITO et al., 2015; SOUZA et al., 
2015). Neste sentido, a procura por medidas alternativas no manejo de doenças, tem 
sido buscada como estratégia para redução do uso de agrotóxicos de alta toxicidade, 
visando conciliar a produção de alimentos seguros, a preservação ambiental e a 
viabilidade econômica dos plantios comerciais (FAROOQ et al., 2011; BETTIOL, 
2014). Assim, plantas medicinais representam uma rica fonte de compostos naturais a 
serem explorados para identificar novos princípios de defesa (VILELA et al., 2013; 
FONSECA et al., 2015; SAROJ et al., 2015). 
 
OBJETIVO 
Identificar a diversidade genética de Fusarium spp. em populações do fungo 
coletadas nos estados da Paraíba (PB), Pernambuco (PE) e Rio Grande do Norte (RN) e 


















A cultura do abacaxizeiro 
O abacaxizeiro é originário da América tropical e subtropical, com fortes 
indícios de ser o Brasil o seu local de origem, pois além de Ananas comosus, todas as 
espécies do gênero Ananas são encontradas nas formas silvestres ou cultivadas em 
várias regiões brasileiras. Em meados do século XVI, o abacaxi, em consequência de 
sua beleza e qualidade como alimento, tornou-se conhecido pelo mundo, ganhando 
importância como espécie cultivada (MEDINA et al., 1978; FERREIRA; CABRAL, 
1999). 
O abacaxizeiro pertencente à família Bromeliaceae, que apresenta 
aproximadamente 2700 espécies, herbáceas, epífitas ou terrestres, distribuídas em 56 
gêneros, originárias das Américas, predominantemente neotropicais (BENZING, 2000). 
Pertence à subfamília Bromelioideae, gênero Ananas, que compreende espécies 
cultivadas, bem como espécies silvestres (SIMÃO, 1998). A maioria das cultivares de 
abacaxizeiro pertence à espécie Ananas comosus (L.) Merril. A planta caracteriza-se por 
ser do tipo monocotiledônea, com caule curto e grosso, ao redor do qual crescem folhas 
estreitas, compridas, flexíveis e resistentes, dispostas em rosetas. No caule, insere-se o 
pedúnculo que sustenta a inflorescência e depois o fruto. Cada planta produz um único 
fruto de aroma característico (COTIAS-DE-OLIVEIRA et al., 2000). 
Atualmente o continente Asiático é considerado o maior produtor de abacaxi, 
chegando a 48,6% do total da produção mundial, em relação a 34,1% das Américas e 
16,4 da África. Entre os países produtores, o Brasil aparece em segundo lugar, perdendo 
apenas para a Costa Rica em quantidade de frutos produzidos (FAOSTAT, 2016).   
Nos últimos anos a área plantada com abacaxizeiro em território brasileiro 
quase que dobrou. Em 2010 era 60.016 ha e no ano de 2014 essa área chegou a 
111.688ha, cujo rendimento médio obtido neste ano foi de 26.493 frutos/ha. Entre os 
estados produtores o Pará é o maior produtor nacional com um rendimento médio de 
30.688 frutos/ha, seguido de Minas Gerais com 30.141 frutos/ha e Paraíba com 29.937 
frutos/ha (IBGE, 2015). 
A produção comercial de abacaxi é baseada nas cultivares Smooth Cayenne, 
Queen, Singapore Spanish, Española Roja e Pérola. Contudo, estima-se que cerca de 
70% da produção mundial provém de Smoth Cayenne. Nacionalmente, as cultivares 
20 
 
Pérola e Smooth Cayenne são as mais cultivadas. No mercado interno a cultivar Pérola 
é a mais consumida, por suas características de maior quantidade de açúcares e polpa 
suculenta, atendendo a preferência dos brasileiros. Para a exportação, a cultivar Smooth 
Cayenne atende ao mercado europeu, que prefere polpa de cor mais intensa e sabor 
ácido (CABRAL, 1999; GRANADA et al., 2004). 
A agroindústria do abacaxi tem tido amplo crescimento, sendo a fruta passível 
de ser consumida de várias formas como in natura, enlatada, congelada, em calda, 
cristalizada, em forma de passas e em picles, como doces, compotas, polpas, sorvetes, 
cremes, trufas, bolos, xarope, licor, vinho, vinagre e aguardente e ainda serve de matéria 
prima para a extração de álcool e ração animal. Assim a importância econômica da 
cultura do abacaxizeiro merece destaque por ser altamente absorvedora de mão de obra 
no campo e na indústria, gerando fonte de renda no meio rural e urbano (REINHARDT; 
ALVES, 2003; PARENTE et al., 2014; PEREIRA et al., 2015).  
No campo, a cultura do abacaxizeiro merece destaque, sobretudo no aspecto 
fitossanitário, uma vez que várias doenças acometem a planta, inviabilizando o plantio. 
Dentre os microrganismos patogênicos da cultura, destacam-se a Phytophthora 
nicotiana van Brenda de Haan var. parasitica (Dastur), causando perdas acentuadas, 
quando a infecção ocorre após a indução floral, sendo o agente causal da podridão-do-
olho, principalmente em regiões onde se utiliza sistema de irrigação  ou regiões que tem 
alta pluviosidade (MATOS, 2005). Outro fungo que merece destaque é Chalara 
(Thielaviopsis) paradoxa (De Seyn) Sacc., que causa a podridão negra do abacaxizeiro, 
que pode tanto infectar as mudas, provocando a sua morte, quanto causar podridão de 
frutos em pós-colheita, sendo considerada uma doença agressiva e de difícil controle 
(FERRARI, 2009). 
A espécie F. guttiforme, agente causal da fusariose é considerada uma das 
principais doenças em plantas de abacaxizeiro. Seu principal agente de dispersão é a 
muda, que dissemina a doença para outros locais, provocando perdas elevadas na 
produção e pós-colheita de frutos (MATOS et al., 2009). 
 
Gênero Fusarium e fusariose do abacaxizeiro 
O gênero Fusarium pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subdivisão 
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse Hypocremycetidae, ordem 
Hypocreales e família Nectriaceae (FUGURUM, 2015). Classificado e descrito, pela 
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primeira vez, pelo micologista alemão Link, em 1809. O gênero Fusarium apresenta-se 
com várias espécies capazes de causar doenças em plantas, como as podridões de raízes, 
caules e frutos, além das murchas vasculares. Algumas espécies são particularmente 
comuns no solo, onde podem persistir sob a forma de clamidósporos ou como hifas, 
enquanto outras espécies produzem conídios disseminados pelo ar, colonizando 
normalmente ramos, folhas, inflorescências e frutos (VENTURA, 1999; KVAS et al., 
2009). 
Este gênero foi por muitos anos avaliado apenas por caracteres morfológicos, 
para a identificação da espécie. Neste aspecto, técnicas moleculares de classificação e 
identificação estão contribuindo de forma significativa para o entendimento das relações 
filogenéticas entre as diferentes espécies, bem como contribuir para uma melhor 
classificação das novas espécies. Além disso, a utilização de métodos moleculares, 
como o sequenciamento de genes conservados, para a identificação de microrganismos, 
pode possibilitar ainda o desenvolvimento de métodos de diagnóstico e análises 
filogenéticas e de epidemiologia (NIRENBERG e O'DONNELL, 1988; LESLIE et al., 
2007). 
Estudos filogenéticos comprovaram que, na maioria das morfoespécies ou 
complexo de espécies, tais como F. solani (Martius) Appel & Wollenweber emend. 
Snyder & Hansen, F. graminearum Schwabe, F. oxysporum Schlechtendahl emend. 
Snyder & Hansen e Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw ocorre grande diversidade 
intraespecífica que podem chegar ao nível molecular de diferenciação específica 
(LESLIE et al., 2007; O‘DONNELL et al., 2013), com a utilização de vários genes 
diferentes nas análises filogenéticas.  
A espécie F. guttiforme está entre as espécies que fazem parte do Complexo F. 
fujikuroi e causa a fusariose do abacaxizeiro e a podridão dos frutos de abacaxi 
(PLOETZ, 2006). Provoca prejuízos nos plantios de abacaxizeiro por deteriorar a planta 
e inviabilizar a comercialização dos frutos na fase pós-colheita. Uma correta 
identificação de fungos que atacam pomares de abacaxizeiro se torna importante para 
traçar estratégias de manejo da doença (CRESPO, 2010; GARCIA et al., 2015).  
Mais recentemente, uma nova espécie foi identificada infectando abacaxizeiro 
na África do Sul e caracterizada como F. ananatum, nova espécie patogênica que foi 
considerada intimamente relacionada com F. guttiforme (JACOBS et al., 2010). A 
incidência geográfica destas espécies, assim como as suas espécies hospedeiras estão 
bem determinadas. Demonstrou-se que, para estes agentes patogênicos, um considerável 
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nível de especificidade patógeno-hospedeiro foi desenvolvido (SUTHERLAND e 
PEGG 1992; LIEVENS et al., 2007)  
Os sintomas associados a ambos, F. guttiforme e F. ananatum são bastante 
similares, porém, menos severos no caso de F. ananatum. Os sintomas de F. guttiforme 
nos frutos incluíam, inicialmente, descoloração dos tecidos infectados que se tornavam 
rebaixados com esporulação rosa e exsudação de goma. Similar descoloração dos 
tecidos ocorria com F. ananatum; a área rebaixada aparecia em forma de ―V‖ e não era 
observada esporulação e nem exsudação de goma (JACOBS et al., 2010). 
Semelhantemente ao observado na África, diferentes espécies de Fusarium podem estar 
associadas a fusariose do abacaxizeiro no Brasil, visto elevada diversidade e diferentes 
linhagens filogenéticas detectadas pelos genes EF1-α, ß-tubulina e Calmodulina em 
populações brasileiras (CRESPO, 2010; SOARES, 2011;  TSUJI, 2012). No entanto, 
estes estudos não foram conclusivos e assim, F. guttiforme parece ser o patógeno da 
fusariose do abacaxizeiro prevalecente no Brasil e o mais adaptado, porém não 
necessariamente o único.  
 
Diversidade genética e molecular de fitopatógenos 
As interações hospedeiro-patógeno são marcadas por íntimas relações 
geneticamente controladas denominadas de coevolução, onde modificações genéticas na 
população de um dos componentes são acompanhadas por modificações genéticas na 
população do outro (CAMARGO, 1995). Essa relação estabelece que para cada gene de 
resistência no hospedeiro existe um gene correspondente de virulência no patógeno.  
Alterações nas populações de patógenos, em resposta aos genes de resistência no 
hospedeiro, geram variabilidade aumentando a diversidade genética e molecular de 
fitopatógenos (PASCHOLATI et al., 1998) .  
Assim a importância de se estudar detalhadamente o microrganismo e sua 
diversidade, caracterizando-o, implicando no correto manejo de dado patossistema, 
tendo conhecimento da identidade do fitopatógeno através de análises morfológica e 
molecular. Ao manejar determinada área sem o conhecimento real do microrganismo 
trás consequências reais como: não controlar a doença, contaminar o meio ambiente 
com introdução de agrotóxico inadequado e aumentar ainda mais a resistência do 
patógeno.  
Na caracterização fenotípica o conceito de espécie morfológica é de grande 
importância para a classificação inicial da espécie. Caracteres estruturais têm sido 
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usados como marcadores morfológicos para diferenciar populações. Porém a 
quantidades de caracteres detectados é insuficiente ao considerar o número de espécies a 
se comparar. Dentro do gênero Fusarium, as chaves sinóticas de Nelson et al., (1983) 
para agrupamento em nível de seções, e Nirenberg e O‘Donnel (1988) em nível de 
espécie, são os principais caracteres taxonômicos de classificação dentro do complexo 
Gibberella fujikuroi. 
Na caracterização molecular, a identidade dos seres vivos é determinada pela 
composição e sequência do material genético. O uso de técnicas moleculares, através da 
análise de DNA, possui a vantagem de ser um processo rápido e altamente sensível. 
Essas técnicas não estão sujeitas a variações fenotípicas, à ação do ambiente, ao estágio 
de desenvolvimento do fungo e a outros fatores que possam alterar a morfologia do 
organismo (FUNGARO, 2000). A diferenciação genética entre populações de uma 
espécie constitui o primeiro estágio da divergência evolutiva. Essa diferenciação resulta, 
na maioria dos casos, da ação de diferentes ambientes a que cada população está sujeita 
sobre a variabilidade preexistente na espécie (MARQUES, 2003).  
As técnicas conhecidas de diagnóstico molecular fundamentam-se na análise 
direta ou indireta da composição ou na sequência dos ácidos nucléicos para 
identificação e caracterização de organismos (MARQUES et al., 2002). Esses métodos 
moleculares baseados na análise do ácido desoxirribonucléico (DNA) são ferramentas 
muito úteis nos estudos de filogenia de fungos e na diferenciação de espécies, formae 
speciales, raças e isolados (KUMARAE; SOUZA, 2002), pois são capazes de 
determinar o polimorfismo existente entre as sequências de nucleotídeos dos 
organismos (KISTLER et al., 1987).  
O conhecimento de sequências de nucleotídeos de pelo menos, uma parte da 
região alvo é necessário para se desenhar iniciadores específicos, que posteriormente 
poderão ser utilizados para a detecção de fungos, proporcionando a amplificação de um 
gene ou segmento específico da espécie que se deseja identificar. O DNA ribossomal 
(DNAr) é muito utilizado como marcador molecular na identificação e diferenciação de 
espécies (FUNGARO, 2000). Nos seres eucariotos estão presentes repetidas vezes e 
cada unidade consiste de genes codificadores dos RNAs ribossomais 18S, 5.8S e 28S e 
dois espaços internos (ITS 1 e ITS 2) que separam esses genes. A avaliação filogenética 
utilizando segmentos de DNA da segunda maior subunidade ribossômica ou ‗RNA 
Polimerase II Gene‘ (RPB2) (O‘DONNELL et al., 2013), tem sido reconhecida por sua 
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informatividade em análises de fungos diversificadas, incluindo Fusarium spp. 
(O'DONNELL et al., 2010). 
 
Tratamento alternativo para o controle de doenças de plantas 
O manejo integrado da produção na agricultura propõe-se a associar métodos de 
controle de pragas e doenças, que precisam atender a padrões ecologicamente corretos 
assim como a procedimentos estabelecidos por normas técnicas. O monitoramento de 
pragas e doenças e verificação do estado nutricional das plantas são exemplos da 
redução significativa do uso de agrotóxicos contribuindo para a proteção ambiental e 
diminuição dos custos de produção, sem afetar a produtividade e qualidade dos frutos. 
(MATOS; REINHARDT, 2007).  
O uso de agrotóxicos nos dias atuais tem crescido em números alarmantes e na 
maioria dos casos o produtor não respeita a carência estabelecida para a colheita do 
produto. O Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos (PARA) 
revela dados de monitoramento em amostras de algumas culturas apresentando resíduos 
de vários ingredientes ativos. Tal constatação pode reforçar a necessidade de melhoria 
na formação dos produtores rurais e o acompanhamento do uso de agrotóxicos na 
agricultura brasileira, de modo a garantir e, consequentemente, diminuir a exposição 
ocupacional a substâncias tóxicas (PARA, 2014). 
É inegável a eficiência dos fungicidas no controle de doenças de plantas, 
entretanto esses geralmente contaminam o meio ambiente e traz efeitos maléficos sobre 
a saúde humana. Dessa forma tem aumentado nos últimos anos a busca no mercado por 
produtos agrícolas elaborados com substâncias naturais. Nesse sentido, a pesquisa tem 
recorrido a novas práticas de manejo integrado de pragas e doenças que consistam na 
integração do manejo convencional as técnicas alternativas de controle, ou até mesmo o 
controle alternativo atender a necessidade total de combate às doenças na agricultura 
(FAROOQ et al., 2011; BORGES et al., 2013) 
Existe um histórico na área farmacêutica em que substâncias bioativas extraídas 
de plantas medicinais e nativas têm sido estudadas. Mais recentemente os estudos tem 
se expandido na agricultura visando o manejo sustentável de doenças em plantas. As 
plantas possuem mecanismos eficientes de resistência que podem ser acionados ou 
ativados quando em contato com indutores. A utilização deste grupo de compostos é 
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uma estratégia promissora já que a presença deste na planta estimula a produção de 
fitoalexinas, substâncias envolvidas na defesa natural das plantas (PINTO, 2013; 
MÉLO-FILHO; GUENTHER, 2015). 
No metabolismo secundário os vegetais produzem uma variedade de compostos 
orgânicos que não tem função direta no seu crescimento e desenvolvimento, porém 
possuem funções ecológicas importantes nos vegetais entre os quais proteger contra o 
ataque de microrganismos (TAIZ; ZEIGER, 2009).  
Os extratos vegetais possuem uma potencial atividade antimicrobiana e vêm 
sendo amplamente utilizados como medida alternativa no controle de doenças de 
plantas. Borges et al. (2013) ao avaliarem a ação do extrato vegetal aquoso e etanólico 
das cascas de Mimosa tenuiflora no controle da mancha-de-alternaria (Alternaria 
cucumerina) em melancia (Citrullus lanatus), verificou efeito potencial contra a doença, 
seja causando toxidez ao patógeno ou através da indução de resistência. Sales et al. 
(2016) utilizaram extrato de diversas espécies como Glycyrrhiza glabra, Myroxylon 
balsamum, Aloe vera,  Allium sativum, Protium heptaphyllum e Rhizophora mangle no 
controle dos fungos Fusarium guttiforme e Chalara paradoxa em folhas de 
abacaxizeiro, obtendo potencial controle dos dois fungos avaliados com o extrato de M. 
balsamum.  
O uso de extratos vegetais desponta como tecnologia eficiente, ecológica e 
econômica, possuindo grande potencial de aplicação em um programa integrado de 
manejo de doenças de plantas. Esta se apresenta inócua ao homem e ao meio ambiente, 
sintonizada com as atuais tendências agrícolas mundiais nas quais, a ecologia se alia 
cada vez mais à química no delicado processo de proteção de plantas contra pragas e 
doenças (PINTO et al., 2012). 
Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto vegetal e óleos essenciais, obtidos a 
partir de plantas medicinais oriundas da flora nativa, têm indicado potencial controle de 
fitopatógenos por sua ação fungitóxica direta, inibindo o crescimento micelial e a 
germinação de esporos ou pela indução de fitoalexinas, indicando presença de 
composto(s) com característica de elicitor (es). O estudo dos metabólitos secundários 
das plantas, bem como a determinação da atividade biológica, com respeito à atividade 
elicitora ou antimicrobiana poderá contribuir para a aquisição de maiores 
conhecimentos que reforcem sua possível utilização como um método alternativo de 
controle de doença de plantas (PAES et al., 2013; SAROJ et al., 2015) 
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Espécies como Momordica charantia L, Caesalpinia ferrea Mart e 
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, já foram testadas em alguns patossistemas e 
apresentaram-se como potenciais para o uso do seu extrato vegetal, no controle de 
doenças de plantas. 
 
Momordica charantia L. 
Conhecida como melão-de-são-caetano, é uma planta daninha comestível e com 
grande importância econômica no Brasil devido às inúmeras propriedades medicinais. 
Na agricultura, foram relatados efeito inseticida no controle da lagarta Spodoptera litura 
Fabr. e para o pulgão Aphis craccivora Koch (AMNART; CHADIN, 1983); larvicida 
para o mosquito Culex sp. (SRIVASTAVA; NERALIYA, 1997) e até nematicida para o 
nematóide Meloidogyne incognita (DIAS et al., 2000). Além disto, essa planta possui 
atividade antibacteriana (ANWAR et al., 2000) e antifúngica já constatada sobre 
Colletotrichum gloeosporiodes isolado do mamoeiro (Carica papaya) (CELOTO et al., 
2008); Cercosporidium personatum de amendoim (Arachis hypogaea L.) (SAXENA et 
al., 2002) e sobre outros fungos como A. alternaria, Emericellopsis terricola, Fusarium. 
solani, Macrophomina phaseolina e Stemphylium helianthi, que infectam o girassol 
(Helianthus annuus) (BHUTTA et al., 1999). 
  Alguns trabalhos comprovaram efeitos de indução de resistência e 
fungitoxicidade do extrato da M. charantia no manejo de doenças de plantas. No 
trabalho desenvolvido por Silva et al. (2011) foi demonstrado que extratos de folhas e 
galhos de melão-são-caetano nas concentrações de 5 e 10% inibiram o crescimento dos 
fungos tais como, Penicillium sp., C. gloeosporioides, Sclerotium rolfsii e F. oxysporum 
avaliados in vitro. Faria et al. (2009) ao avaliarem os 20 extratos hidroetanólicos e 
aquosos, in vitro, constataram o controle de 100% dos escleródios de S. rolfsii num 
período de 7 dias, no ensaio in vivo, o extrato hidroetanólico aplicado tanto em 6 ou 3 
dias, antes do plantio, de forma preventiva, diminuiu a severidade da doença em 74%, 
os autores concluíram que o extrato de M. charantia apresentou atividade preventiva e 
antimicrobiana no controle do patógeno. Na pós-colheita, Celoto et al. (2011) avaliaram 
os extrato metanólico e aquoso de M. charantia em banana (Musa spp.) e obtiveram 
inibição de até 80% no desenvolvimento das lesões da antracnose, quando aplicados até 




 Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan 
Também conhecido como angico, tem ampla abrangência geográfica no Brasil e 
apresenta expressiva regeneração natural. É bastante explorada na produção de madeira 
e carvão além de ser indicada para reflorestamento em áreas degradadas (DHINGRA, et 
al., 2011).  
Esta planta tem sido aplicada na medicina popular com diversas propriedades 
farmacológicas que são atribuídas a compostos bioativos, tais como, triterpenos, 
esteróis, polissacarídeos e compostos fenólicos como os flavonóides (GUTIERREZ-
LUGO et al., 2004; ARAUJO et al., 2008), fenólicos e de taninos (MONTEIRO et al., 
2005; PAES et al., 2013).  
Apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias endodônditas (ROCHA et 
al., 2013) e também contra fungos fitopatogênicos como Alternaria alternata 
(CAMPOS, 2011). Em estudos de plantas da Caatinga no Nordeste (Brasil) Silva (2013) 
avaliou o potencial do extrato de folhas de Anadenanthera colubrina, coletadas nas 
estações seca e chuvosa contra espécies bacterianas, obtendo resultados satisfatórios.  
 
Caesalpinia ferrea Mart. ex. Tul var. leiostachya Benth 
 Popularmente conhecida como jucá ou pau-ferro, tem abrangência em várias 
regiões do Brasil. Sua ocorrência é mais comum em toda a região Nordeste, estendendo-
se até o Espírito Santo e Rio de Janeiro na Floresta Pluvial Atlântica (GALDINO et al., 
2008).  
Na medicina popular sua utilidade é vasta. São inúmeras as propriedades 
terapêuticas descritas, que incluem o uso da entrecasca para o tratamento de feridas, 
cicatrização, contusões, combate à asma e à tosse crônica (BRAGA, 1976). Os frutos 
são comestíveis, atuam no tratamento das diarreias e as raízes, no combate à febre 
(MAIA, 2004). Apresenta propriedades do extrato aquoso contra úlceras gástricas, além 
das atividades anti-inflamatória, analgésica e antimicrobiana (THOMAS et al., 1988; 
CARVALHO et al., 1996). 
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Esta espécie tem sido bastante estudada devido aos compostos antimicrobianos 
contidos no seu extrato e que apresentam eficiência significativa no controle de 
doenças. Esses compostos caracterizam-se como importantes fontes de bioativos 
(fenólicos totais e ácido gálico) presentes na estrutura química dos mesmos, com 
propriedades biológicas. Apresentam inibição sobre a ação de diversos fungos, devido 
ao aumento da atividade antioxidante e ativação dos mecanismos de defesa (SOUSA et 
al., 2013).  
Cavalcante (2013), avaliou a atividade antimicrobiana dos extratos de 
Stryphnodendron adstringens e de Caesalpinia ferrea contra as bactérias Pseudomonas 
syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis. Observado 
que as frações dos extratos em acetato de etila e n-butanol de C. ferrea apresentaram 
maior atividade contra as três bactérias estudadas. Bariani  et al. (2012), avaliaram os 
efeitos do extrato de C. ferrea sobre os fungos fitopatogênicos Colletotrichum 
guaranicola, Corynespora cassiicola, Fusarium oxysporum e Sclerotium rolfsii, 
concluíndo que o extrato vegetal apresentou potencial promissor como fungicida 
natural, uma vez que reduziu o crescimento micelial e a esporulação dos quatro fungos 
avaliados. 
 
 Indução de resistência de plantas a patógenos 
Indução de resistência consiste no aumento do nível de resistência por meio da 
ativação de genes que codificam diversas respostas da defesa vegetal sem alterar o 
genoma, através da utilização de agentes externos (indutores) bióticos ou abióticos. Seu 
efeito deve estar unicamente relacionado com a capacidade de sensibilizar a planta e 
ativar seus mecanismos de defesa. A resistência usualmente é complexa e tem como 
base a ação combinada de diversos fatores. Esse fenômeno se inicia com o 
reconhecimento do agente agressor e desencadeia uma cascata de eventos e sinais que 
culminam com a ativação dos mecanismos de defesa (BONALDO et al., 2005; 
SOARES; MACHADO, 2007). 
As plantas medicinais possuem compostos secundários que tanto podem ter ação 
fungitóxica (ação antimicrobiana direta) como elicitora, ativando mecanismos de defesa 
nas plantas (ação indireta). O uso de medicamentos homeopáticos como controle 
alternativo tem demonstrado capacidade para induzir a produção de metabólitos 
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secundários como às proteínas relacionadas à patogênese. As proteínas RP são 
induzíveis no hospedeiro em resposta à infecção por um patógeno ou por estímulos 
abióticos, e podem estar correlacionadas com a resistência não específica do hospedeiro 
ao patógeno.  
 
Enzimas relacionadas à patogênese 
A enzima peroxidase, presente nos tecidos das plantas, em certas células animais 
e em microrganismos, é conhecida por participar de vários processos fisiológicos de 
grande importância (HOAGLAND, 1990). Ela cataliza a oxidação e a eventual 
polimerização de álcool hidroxicinâmico em presença de peróxido de hidrogênio, 
originando lignina. As peroxidases participam da biossíntese do hormônio vegetal 
etileno (ISIGHE et al., 1993); da oxidação de compostos fenólicos, os quais acumulam-
se em resposta à infecção; oxidação do ácido indolil-3-acético (AIA) (HOAGLAND, 
1990) e na biossíntese de lignina (INTRAPRUK et al., 1994.). Mudanças na atividade 
das peroxidases têm sido freqüentemente correlacionadas à resposta de resistência ou 
suscetibilidade em diferentes patossistemas.  
A fenilalanina amônia-liase (FAL) é a enzima do metabolismo secundário mais 
intensivamente estudada em plantas, devido a importância nas reações do metabolismo 
dos compostos fenólicos e estabilidade e facilidade de preparação para os ensaios 
enzimáticos. Essa enzima é responsável pela desaminação da L-fenilalanina, 
transformando-a em ácido trans-cinâmico e amônia. O ácido trans-cinâmico pode ser 
incorporado em diferentes compostos fenólicos (ácido 4-coumárico, ácido cafeico, 
ácido ferúlico e ácido sinápico), os quais estão presentes na formação de ésteres, 
coumarinas, flavonóides e ligninas. A FAL já foi isolada de algas, fungos e 
principalmente de plantas superiores, não tendo sido ainda detectada em células 
bacterianas ou tecidos animais (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).  
Assim como a fenilalanina amônia-liase (FAL) a polifenol oxidase (PPO) é uma 
enzima envolvida na rota dos fenilpropanóides (STADNIK; BUCHENAUER, 2000), 
fazendo parte de um grande grupo de enzimas conhecidas como oxidorredutases que 
oxidam fenóis a o-quinonas na presença de oxigênio molecular.  A PPO está 
amplamente distribuída na natureza, principalmente no reino vegetal, ocorrendo 
também em bactérias, fungos, plantas, mamíferos, artrópodes e crustáceos, tais como 
camarão, lagosta e caranguejo.   A PPO é uma enzima que contém cobre no sítio ativo e 
atua como oxidase de função mista, catalisando dois tipos diferentes de reações, ambas 
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na presença de oxigênio molecular: hidroxilação de monofenóis para o-difenóis e a 
oxidação de o-difenóis em o-quinonas. 
Estas três enzimas têm sido utilizadas em experimentos para testes de 
confirmação de indução de resistência com a utilização de elicitores (ITAKO et al., 
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SOUZA, W. C. O. Diversidade em espécies de Fusarium associados a frutos do 
abacaxizeiro (Ananas comosus) cv. Pérola nos estados da Paraíba, Pernambuco e Rio 
Grande do Norte. Areia. Centro de Ciências Agrárias/Universidade Federal da Paraíba 
(CCA/UFPB), 2016. (Tese de Doutorado em Agronomia).  
 
Resumo 
Considerando que o adequado manejo de doenças de plantas necessita da correta 
caracterização e identificação de agente(s) etiológico(s) e tendo em vista a elevada 
heterogeneidade apresentada por espécies de patógenos de um mesmo gênero, 
objetivou-se com este trabalho, caracterizar, morfológica, molecular e patogenicamente, 
isolados de populações de Fusarium spp. dos estados da Paraíba (PB), Pernambuco 
(PE) e Rio Grande do Norte (RN) associados à fusariose em frutos de abacaxizeiro. 
Foram coletados frutos de abacaxizeiro, cv. Pérola com sinais do patógeno e sintomas 
da fusariose em áreas produtoras na PB, PE e RN. Um total de 40 isolados 
monospóricos foram obtidos, preservados até o momento das caracterizações. Todos os 
isolados foram caracterizados morfologicamente utilizando os meios de cultura Batata 
Dextrose Ágar (BDA) e Syntetic Nutrient-Poor Ágar (SNA), adicionado de fragmento 
de folha de bananeira com 5mm
2
. Assim, os seguintes marcadores morfológicos foram 
avaliados: coloração do verso e reverso das colônias; diâmetro micelial; índice de 
velocidade de crescimento micelial; capacidade de esporulação e tamanho dos conídios. 
A caracterização molecular foi realizada utilizando sequências do gene da segunda 
maior subunidade ribossômica - RPB2. Para tal, foram realizadas análises de Máxima 
parcimônia e Bayesiana de haplótipos dos isolados. Dois tipos de substratos, folhas 
destacadas e frutos de abacaxizeiro foram utilizados na caracterização da 
patogenicidade por meio da agressividade dos isolados monospóricos obtidos. As 
análises dos resultados fenotípicos foram em DIC com quatro repetições e utilizou-se 
‗bootstrap‘ e probabilidade para quantificar a confiabilidade dos agrupamentos 
formados pela análise molecular dos isolados. Nas condições de realização do trabalho 
concluiu-se que os isolados associados aos frutos de abacaxizeiro apresentaram ampla 
variabilidade determinada pelos marcadores fenotípicos e molecular analisados. Podem 
existir pelo menos duas espécies de Fusarium, além de F. guttiforme, associadas à 
fusariose em frutos de abacaxizeiro nos estados da Paraíba, Pernambuco e Rio Grande 
do Norte. Os patógenos desse estudo causaram sintomas de fusariose e apresentaram 
sinais e níveis diferentes de agressividade em folhas e frutos de abacaxizeiro cv. Pérola, 
inoculados artificialmente. 
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Abstract 
Where as the proper management of plant diseases requires the correct characterization 
and identification of etiologicals agents, and due the high heterogeneity by species of 
the same genus, the objective of this study was to characterize, morphological, 
molecular and pathogenetically, isolates of Fusarium spp. populations in the states of 
Paraiba (PB), Pernambuco (PE) and Rio Grande do Norte (RN), Brazil, associated with 
fruits of pineapple. It was collected pineapple fruits, cv. ‗Pérola‘, with pathogen signs 
and fusariosis symptoms in producing areas in PB, PE and RN. A total of 40 
monosporic isolates were obtained, preserved and deposited until characterizations 
analysis. All isolates were characterized morphologically using culture media Potato 
Dextrose Agar (PDA) and Syntetic Nutrient-Poor Agar (SNA), added banana leaf 
fragment of 5mm
2
. For this, the morphological markers were evaluated: color of the 
back and back of the colony; mycelial diameter; mycelial growth rate index; ability of 
sporulation and size of conidia. Molecular characterization was performed using gene 
sequences of the second largest ribosomal subunit - RPB2. To do so, analyzes were 
performed Maximum Parsimony and Bayesian Inference haplotypes of the isolates. 
Two types of substrates, detached leaves and pineapple fruits were used for 
characterization of the aggressiveness by monosporic isolates obtained. The analysis of 
phenotypic results were in Completely Randomized Design with four replications and 
used 'bootstrap' and likely to quantify the reliability of the groups formed by molecular 
analysis of the isolates. At this work conditions it was concluded that the isolates 
associated with the pineapple fruits showed high and wide variability determined by 
phenotypic and molecular markers analyzed. It was found that, there are at least two 
species of Fusarium, in addition F. guttiforme associated with Fusarium in pineapple 
fruit between isolates collected; pathogens of this study showed symptoms of fusariosis, 
signs and different levels of aggressiveness in leafs and fruits of pineapple 'Pérola'. 
Different phylogenetic lineages of Fusarium oxysporum Species Complex FOSC are 
associated with Fusarium wilt or rot in fruit pineapple from different plant populations 
in Paraíba, Pernambuco and Rio Grande do Norte.  Pathogens of this study caused 
symptoms of fusarium wilt and showed signs and different levels of aggressiveness in 
leaves and fruits of pineapple cv. Pérola, inoculated artificially. 










A expansão da abacaxicultura da região Nordeste do Brasil está passando por 
um processo de organização. Nos últimos anos, a Paraíba esteve entre os três estados 
brasileiros com maior volume de produção e, a estimativa para 2016, é que lidere a 
produção de abacaxi no país. Estima-se que a colheita desse ano alcance 280 milhões de 
frutas, seguido do Pará com 260 milhões de unidades e Minas Gerais com 245 milhões 
(IBGE, 2016). 
Os principais problemas enfrentados pela cultura ainda são as doenças nas 
fases de produção e pós-colheita e para o correto e efetivo manejo faz-se necessária à 
caracterização e identificação dos agentes. A doença mais importante do abacaxizeiro 
continua sendo a fusariose, devido à capacidade de dizimar plantações inteiras, sendo 
encontrada em todos os estados produtores no país, acarretando limitação da expansão 
da cultura (MATOS et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2014; VERZIGNASSI et al., 
2014), e, de acordo com Ploetz (2006), é causada por Fusarium guttiforme.  
A espécie F. guttiforme é bem definida morfológica e filogeneticamente. É 
pertencente ao complexo de espécies denominado ‗Gibberella fujikuroi Species 
Complex‘ (GFSC) (LESLIE et al., 2007) que inclui espécies com características 
morfológicas em comum. Porém, nem sempre os marcadores morfológicos são 
evidentes, evolutivos, conservados e confiáveis para agrupamento de espécies como as 
do gênero Fusarium. Além disso, podem não existir marcadores morfológicos 
suficientes para a discriminação de espécies ou eles são muito sutis que dificultam a 
observação de diferenças e, ainda, pode ocorrer sobreposição dessas características que 
dificultam sua diferenciação (KVAS et al., 2009; AOKI et al., 2014).  
Na década de 1980 foram registradas muitas espécies de Fusarium, descritas 
com base na morfologia, porém com populações genéticas distintas. Para identificar 
essas populações, faz-se necessária avaliação de outras características com base nos 
conceitos de espécie filogenética e biológica (LESLIE et al., 2007). Apesar de inúmeras 
tentativas, para muitas espécies do GFSC, não foi evidenciada produção de peritécios 
férteis em cruzamentos (DESJARDINS, 2003) e assim, a espécie biológica de F. 




Dessa forma, existe pouco conhecimento sobre o comportamento biológico e 
genético desse patógeno, exceto por uma elevada diversidade genética e de micotoxinas 
contaminando os frutos de abacaxizeiro, que foram observadas em diferentes 
populações de Fusarium spp. por Stepień; Koczyk; Waśkiewicz (2013), utilizando a 
filogenia do gene fator de elongação 1-α (EF1-α) e cromatografia líquida de alta 
performance. Eles detectaram dez diferentes espécies de Fusarium infectando o abacaxi 
(Ananas comosus var. comosus) nesses países.  
Assim, considerando que o adequado manejo de doença passa, 
necessariamente, pela correta caracterização e identificação de agentes etiológicos e 
tendo em vista a elevada heterogeneidade apresentada por espécies de Fusarium, 
objetivou-se caracterizar, morfológica, molecular e patogenicamente, isolados de 
populações de Fusarium spp., associados ao frutos de abacaxizeiro ‗Pérola‘ nos estados 
da Paraíba (PB), Pernambuco (PE) e Rio Grande do Norte (RN) do Brasil. 
 
  
 MATERIAL E MÉTODOS 
Localização do experimento 
Os experimentos foram realizados no Laboratório de Fitopatologia (LAFIT) e na 
área de biologia molecular do Laboratório de Produtos de Origem de Animal (LAPOA) 
do Centro de Ciências Agrárias, Universidade Federal da Paraíba, Campus II, Areia, 
Paraíba.  
Coleta do material vegetal  
Foram coletados frutos de abacaxizeiro, cv. Pérola com sintomas da fusariose 
dos quais foram obtidos os isolados. As coletas foram realizadas em áreas produtoras da 
Paraíba/PB: Sapé (7°05'42.2"S 35°13'48.9"W), Alhandra (7°25'56.1"S 34°54'42.3"W), 
Mari (7°03'04.7"S 35°19'12.8"W) e Araçaji (6°51'12.6"S 35°22'53.6"W); 
Pernambuco/PE: Pombos (8°08'21.2"S 35°23'49.9"W) e Rio Grande do Norte/RN: 
Touros (5°11'41.8"S 35°27'49.1"W).   
Os frutos sintomáticos foram coletados, aleatoriamente, entre agosto e novembro 
de 2014 e transportados em caixas contentoras, identificadas e acondicionadas à baixa 
temperatura, até o momento das análises.  
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 Obtenção e preservação dos isolados de F. guttiforme 
Um total de 40 isolados monospóricos foi obtido a partir de frutos lesionados 
(Tabela 1). Logo após coleta dos frutos, o tecido da região limítrofe entre lesionado e 
sadio foi desinfestado por meio de lavagens em etanol 70% por 30 segundos, 
hipoclorito a 1% por 1 minuto, seguido de duas lavagens sucessivas em água destilada 
esterilizada (ADE) e seco em papel de filtro esterilizado. Em seguida, foi transferido 
para o meio de cultura Batata Dextrose Ágar (BDA) e incubado a temperatura ambiente 
de 25 ± 2 ºC durante sete dias (ALFENAS; MAFIA, 2007). 
Os esporos foram coletados com o auxílio de uma espátula, por meio do corte de 
fragmentos do meio de cultura com esporos que foram transferidos para tubos de ensaio 
contendo 9 mL de ADE, seguindo diluição em série com a transferência de 1mL (10
-1
 
conídios/ml) da suspensão de esporos do tubo anterior para outro tubo com o mesmo 
volume de ADE, até o quarto tubo. No quarto tubo, 1mL da suspensão de esporos 
obtida (10
-4
 conídios/ml) foi distribuído em duas placas de Petri contendo 20 mL de 
ágar-água (AA) em cada placa, que foram incubadas a temperatura ambiente 25 ± 2 ºC 
por no máximo 12 horas ou até a germinação dos esporos. As culturas monospóricas 
foram obtidas por meio da coleta de um conídio ao microscópio de luz. O conídio foi 
coletado pelo corte de um fragmento circular, correspondente ao foco de luz do 
microscópio, com peça confeccionada a partir de tarugo de bronze, especificamente 
desenvolvida para este fim. Os isolados foram transferidos para tubos de ensaio 
contendo BDA e incubados por sete dias a temperatura ambiente 25 ± 2 ºC até o 
momento do uso ou preservação (SOUZA, 2009; SOUZA, et al., 2013).  
A preservação dos isolados monospóricos foi pelo método Castelanni 
(CASTELLANI, 1939). Discos de BDA com 4 mL de diâmetro, colonizados 
recentemente por Fusarium spp. foram adicionados a recipientes de vidro com, 
aproximadamente, 4 mL de ADE, vedados com rolha de borracha previamente 




Tabela 1. Isolados monospóricos de Fusarium spp. coletados em frutos de abacaxizeiro 
nos Estados da Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte para estudos de 
diversidade. UFPB, Areia, PB, 2016. 
Número Denominação Haplótipo Origem 
01 CMA01 H1 Touros-RN 
02 CMA02 H2 Touros-RN 
03 CMA03 - Touros-RN 
04 CMA04 H3 Touros-RN 
05 CMA05 H4 Touros-RN 
06 CMA06 H5 Touros-RN 
07 CMA07 H6 Touros-RN 
08 CMA08 H7 Touros-RN 
09 CMA09 H8 Touros-RN 
10 CMA10 H9 Touros-RN 
11 CMA11 H10 Touros-RN 
12 CMA12 H11 Touros-RN 
13 CMA13 H12 Touros-RN 
14 CMA14 - Touros-RN 
15 CMA15 - Touros-RN 
16 CMA16 - Touros-RN 
17 CMA17 H13 Pombos-PE 
18 CMA18 H14 Pombos-PE 
19 CMA19 H15 Pombos-PE 
20 CMA20 - Pombos-PE 
21 CMA21 - Pombos-PE 
22 CMA22 - Pombos-PE 
23 CMA23 H17 Pombos-PE 
24 CMA24 H18 Pombos-PE 
25 CMA25 H19 Pombos-PE 
26 CMA26 H20 Pombos-PE 
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27 CMA27 - Araçaji-PB 
28 CMA28 H21 Araçaji-PB 
29 CMA29 H22 Sapé-PB 
30 CMA30 - Sapé-PB 
31 CMA31 H24 Mari-PB 
32 CMA32 - Araçaji-PB 
33 CMA33 - Mari-PB 
34 CMA34 H26 Araçaji-PB 
35 CMA35 H27 Mari-PB 
36 CMA36 H28 Sapé-PB 
37 CMA37 - Alhandra-PB 
38 
CMA38 - Araçaji-PB 
39 
CMA39 H29 Alhandra-PB 
40 
CMA40 H30 Alhandra-PB 
CMA - Coleção Micológica de Areia.  
Caracterização morfológica dos isolados 
Todos os isolados foram caracterizados morfologicamente utilizando os meios 
nutritivos Batata Dextrose Ágar (BDA) e Syntetic Nutrient-Poor Ágar (SNA) 
(NELSON, 1987), adicionado de fragmento de folha de bananeira cortada no tamanho 
de 5mm
2
, esterilizado e inserido ao lado do disco do fungo formando um ângulo de 45° 
a este, para visualização da formação de esporodóquios e macroconídios desenvolvidos 
sobre fragmentos dessas folhas. Os seguintes caracteres morfológicos foram avaliados: 
 Coloração das colônias  
Os isolados cultivados em BDA a temperatura ambiente 25 ± 2 ºC foram 
observados após 10-14 dias de idade. A coloração do verso e reverso das colônias foi 
comparada as descritas por Leslie e Summerell (2006). 
 
Diâmetro micelial 
O diâmetro final das colônias dos isolados foi mensurado com paquímetro 
digital aos sete dias de idade. Esses isolados foram cultivados em BDA e SNA à 
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temperatura ambiente 25 ± 2 ºC. Foram avaliadas, para cada isolado, quatro placas com 
colônias do fungo nos meios BDA e SNA. Uma placa de Petri foi considerada como 
uma repetição. 
Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) 
O crescimento das colônias fúngicas dos isolados foi quantificado em BDA e 
SNA sob temperatura ambiente 25 ± 2 ºC, diariamente, até o sétimo dia, com o uso de 
paquímetro digital graduado em milímetros. O IVCM foi estimado utilizando a fórmula 
de Oliveira (1991):  
IVCM= (D-Da)/N 
Sendo: IVCM=índice de velocidade de crescimento micelial; D=diâmetro médio atual 
da colônia; Da=diâmetro médio da colônia do dia anterior; N=número de dias após a 
inoculação na placa de Petri. 
 Capacidade de esporulação de conídios 
A avaliação da esporulação foi realizada em isolados crescidos sobre os meios 
de cultura BDA e SNA a temperatura ambiente 25 ± 2 ºC no período de 10-14 dias de 
idade dos isolados. A contagem de esporos foi realizada em suspensão aquosa 
adicionada de Tween 20. Essa suspensão foi obtida pela adição de 20 mL de ADE às 
placas de Petri contendo as colônias dos isolados, para a liberação dos esporos com o 
auxílio de um pincel de cerdas macias. A suspensão de esporos foi filtrada em dupla 
camada de gaze esterilizada e a contagem dos esporos foi realizada em câmara de 
Newbauer (ALFENAS; MAFIA, 2007). 
 Tamanho dos conídios 
O tamanho dos conídios foi avaliado nos isolados crescidos em SNA adicionado 
de fragmentos de folha de bananeira de 5mm
2
. Foram mensurados o comprimento e a 
largura de 25 macroconídios e 25 microconídios, de cada isolado, em lâminas de 
microscopia coradas com azul de bromofenol. Cada conídio mensurado foi considerado 
como uma repetição. As médias do comprimento e largura e a relação comprimento pela 
largura dos conídios foram obtidas (NELSON, 1998; LESLIE; SUMMERELL, 2006). 
Os conídios foram mensurados utilizando ocular micrométrica tipo Bresser
® 
acoplada 
ao microscópio óptico Opton
®
 na objetiva de 40x. 
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 Caracterização molecular dos isolados 
Os isolados monospóricos foram cultivados em meio de cultura líquido a base de 
batata e dextrose (BD) durante sete dias, sob agitações de 30 minutos de doze em doze 
horas a 100 g em temperatura ambiente 25 ± 2 ºC. A biomassa fúngica obtida foi 
filtrada em gaze esterilizada e macerada com nitrogênio líquido e polivinilpirrolidone 
(PVP), usado como antioxidante. A pulverização da biomassa fúngica foi realizada em 
cadinhos de porcelana e o micélio pulverizado de cada isolado foi transferido para 
minitubos de 1,5 mL. Em microcentrífuga, a extração do DNA dos isolados foi 
realizada utilizando o método CTAB (LESLIE; SUMMERELL, 2006), adaptado pelo 
kit de extração UltraClean
®
 Microbial DNA com protocolo descrito pelo fabricante MO 
BIO laboratories Inc Carlsbad, CA., EUA. O DNA total extraído foi analisado em gel 
de agarose a 1% utilizando o corante GelRed Biotium
®
 para visualização em luz 
ultravioleta (UV) e quantificação no espectofotômetro NanoDrop 2000 da Thermo 
Scientific. As concentrações de DNA total extraído dos isolados variaram de 8 a 20 
ng/µL e foram ajustadas a 7 ng/µL para as reações PCR. 
Dos 40 isolados de Fusarium spp. associados aos frutos do abacaxizeiro, foram 
selecionados 27 para análise do gene da segunda maior subunidade ribossômica ou 
‗RNA Polimerase II Gene‘- RPB2 (O‘ DONNELL et al., 2013). Os 27 isolados foram 
selecionados com base nos haplótipos gerados pelo programa ‗DNA Sequence 
Polymorphism‘ ou DNASP®. Os ‗primers‘ 5F2, 5‘-GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-
3‘ (O‘DONNELL et al., 2007) e 7cR, 5‘-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3 (LIU et al., 
1999) foram utilizados nas reações PCR do gene RPB2. As reações PCR foram 
realizadas utilizando o kit Platinum
®
 PCR SuperMix da Invitrogen
TM
 em termociclador 
da BIO-RAD como descritas por O‘ Donnell et al. (2013) para RPB2, a saber, 
desnaturação inicial a 94°C por 90 segundos; seguidos de 40 ciclos: desnaturação a 
94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 90 segundos, extensão a 68°C por 2 
minutos e extensão final a 68° C por 5 minutos. Os produtos PCR foram submetidos a 
eletroforese em gel de agarose a 1%, com Gel Red Biotium
®
 para posterior visualização 
realizada em fotodocumentador MiniBis Pro da Uniscience. Os fragmentos 






Os produtos da PCR foram sequenciados na Macrogen Korea e os 
eletroferogramas gerados foram analisados pelos programas PreGap4 e Gap4 (Staden 
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Package) (BONFIELD; WHITWHAM  2010). Sequências de referência das linhagens 
filogenéticas do ‗Gibberella Fujikuroi Species Complex‘ (GFSC) e ‗Fusarium 
Oxysporum Species Complex‘ (FOSC), correspondentes ao gene RPB2 e previamente 
depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), também foram 
acrescentadas as análises filogenéticas (Tabela 2). 
Foram utilizadas 27 sequências de RPB2 dos 40 isolados desse estudo mais 28 
sequências RPB2 de referência depositadas no GeneBank (Tabela 2). Dessa forma, 
análises filogenéticas foram realizadas com as sequências RPB2 dos isolados de 
aproximadamente 800 pb. Para isso, alinhamentos múltiplos foram obtidos utilizando a 
ferramenta CLUSTAW (THOPMSON et al., 1994), implementada pelo programa 
MEGA6 – ‗Molecular Evolutionary Genetics Analisys‘. Os alinhamentos foram 
corrigidos manualmente e sequências de Fusarium oxysporum, F. fujikuroi e F. 
redolens foram utilizadas como outgroups, com base nos resultados de O‘ Donnell et al. 
(2013) (Tabela 2).  
As análises filogenéticas foram realizadas pelo método máxima parcimônia, por 
meio do algoritmo heurístico utilizando o programa PAUP versão 4.0 b10 e inferência 
bayesiana utilizando o programa MrBayes
®
 – ‗Bayesian Inference of Phylogeny‘. 
 
Tabela 2. Sequências de referência do gene RPB2 utilizadas para estudo de diversidade 
genética de Fusarium spp. coletados na Paraíba, Pernambuco e Rio Grande 
do Norte, Brasil. UFPB, Areia, PB 2016. 




01 Fusarium acutatum 
1
GFSC HM347214.1 O'Donnell et al., 2010 
02 F. fujikuroi GFSC JX171570.1 O'Donnell et al., 2013 
03 F. ananatum GFSC HM347213.1 O‘Donnell et al.,  2010 
04 F. bulbicola GFSC KF466404.1 Proctor et al., 2013 
05 F. circunatum GFSC JX171623.1 O'Donnell et al., 2013 
06 F. globosum GFSC KF466406.1 Proctor et al., 2013 
07 F. guttiforme GFSC JX171618.1 O'Donnell et al., 2013 
08 F. mangiferae GFSC KP753442.1 Crespo et al., 2015 
09 F. musae GFSC KM582789.1 Triest et al., 2015 
10 F. napiforme GFSC EF470117.1 O'Donnell et al., 2007 
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11 F. proliferatum GFSC JX171617.1 O'Donnell et al., 2013 
12 F. ramigenum GFSC KF466412.1 Proctor et al., 2013 
13 F. sacchari GFSC JX171580.1 O'Donnell et al., 2013 




GFSC FN552103.1 Van Hove et al., 2011 
16 F. phylophylum GFSC KF466410.1 Proctor et al., 2013 
17 F. tapsinum GFSC JX171600.1 O'Donnell et al., 2013 
18 F. subglutinans GFSC JX171599.1 O'Donnell et al., 2013 
19 F. subglutinans1 GFSC HM347216.1 O‘Donnell et al., 2010 
20 F. oxysporum 
2
FOSC JX171625.1 O'Donnell et al., 2013 
21 F. oxysporum1 FOSC HQ646389.1 Laurence et al., 2011 
22 F. oxysporum2 FOSC HQ646388.1 Laurence et al., 2011 
23 F. oxysporum3 FOSC KC808367.1 Laurence et al., 2011 
24 F. oxysporum4 FOSC JX171625.1 O'Donnell et al., 2013 
25 F. oxysporum5 FOSC KJ397251.1 Laurence et al., 2014 
26 F. oxysporum6 FOSC KJ397250.1 Laurence et al., 2014 
27 F. oxysporum7 FOSC KJ397249.1 Laurence et al., 2014 
28 F. redolens FOSC JX171616.1 Laurence et al., 2014 
1
GFSC, refere-se ao Complexo de espécies, ‗Gibberella fujikuroi Species Complex‘. 
2
FOSC, refere-se ao complexo de espécies, ‗Fusarium oxysporum Species Complex’. 
 
Patogenicidade dos isolados 
A patogenicidade dos isolados foi quantificada pela agressividade em folhas 
destacadas e frutos de abacaxizeiro cv. Pérola. 
Agressividade em folhas destacadas 
Folhas sadias de abacaxizeiro foram selecionadas em estágio de maturação 
padronizado (GARCIA, 2015). As folhas foram coletadas em área de produção de 
abacaxizeiro, localizada no município de Sumé-Paraíba (7°05'42.2"S 35°13'48.9"W), 
transportadas em embalagens plásticas até o Laboratório de Fitopatologia (LAFIT), da 
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UFPB, sanitizadas com hipoclorito de sódio a 1% por 3 minutos, secas em temperatura 
ambiente 25 ± 2 ºC, feridas na base com peça esterilizada que foi desenvolvida 
especificamente para este fim e inoculadas com discos de BDA de 4 mm de diâmetro 
que estavam colonizados pelos isolados monospóricos (CAMARGO; BARACHO, 
1977). Posteriormente, os discos de micélio inoculados nas folhas foram envolvidos por 
algodão umedecido para propiciar ambiente de câmara úmida e as folhas foram 
acondicionadas em câmara de crescimento tipo B.O.D a 25 °C por  24 horas.  
Após remoção da câmara as folhas permaneceram em B.O.D por sete dias, após 
os quais foram mensuradas as lesões em sentido diametralmente opostos, com 
paquímetro graduado em milímetros. Foram utilizadas quatro folhas por isolado e uma 
folha inoculada foi considerada como uma repetição. 
 Agressividade de Fusarium spp. em frutos de abacaxizeiro cv. Pérola 
Frutos sadios de abacaxizeiro, em estágio 2 de maturação (MONTENEGRO, 
1964) foram adquiridos no mercado local. Os frutos foram sanitizadas com hipoclorito 
de sódio a 1% por 3 min, secos em temperatura ambiente 25 ± 2 ºC, feridos com 
instrumento esterilizado desenvolvido especificamente para este fim, inoculadas com 
discos de BDA, de 4 mm de diâmetro, colonizados pelos isolados monospóricos para 
serem acondicionadas em temperatura ambiente de  25 ± 2 ºC.  
A parte mediana do fruto, em locais opostos e equidistantes foi inoculada duas 
vezes. Cada disco de colônia fúngica inoculado foi considerado como uma repetição. Os 
discos nos frutos foram envoltos por algodão umedecido para propiciar ambiente de 
câmara úmida e os frutos, assim inoculadas, foram acondicionadas em B.O.D a 25°C 
por 24 horas. Posteriormente, os frutos permaneceram em temperatura ambiente 25 ± 2 
ºC até a avaliação final de severidade, ocorrida aos sete dias após inoculação dos 
isolados.  
A agressividade dos isolados foi avaliada por meio da mensuração, em 
milímetros, com paquímetro digital, das lesões internas formadas nos frutos pelos 
isolados inoculados. Os dados foram registrados e transformados em porcentagem (%) e 
severidade de área lesionada pelo isolado. 
 Análise dos resultados e delineamento estatístico 
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 Caracterização morfológica 
O diâmetro micelial, IVCM, capacidade de esporulação e tamanho dos conídios 
foram analisados em delineamento inteiramente casualisado, DIC. Os dados de 
capacidade de esporulação foram transformados para raiz quadrada de x + 0,1. O 
crescimento micelial foi analisado em DIC com parcelas subdivididas no tempo. Foi 
realizada uma análise de regressão do crescimento das colônias em função do tempo em 
dias. As análises estatísticas foram realizadas no programa SAS
®
. As médias foram 




A confiabilidade dos clados ou agrupamentos filogenéticos formados pelas 
análises das sequencias RPB2 em máxima parcimônia foram exibidas em bootstrap pelo 
programa PAUP 4.0 b10 e utilizando inferência bayesiana ou probabilidade, exibida 
pelo programa MrBayes
®
. Os resultados de bootstrap foram expressos em porcentagem 
(0-100%) de confiabilidade dos agrupamentos formados e foram adicionados as bases 
dos agrupamentos ou clados, nas árvores de máxima parcimônia geradas. O índice de 
consistência (IC), índice de retenção (IR) e índice de homoplasia (IH) foram obtidos 
para as árvores de máxima parcimônia pelo PAUP 4.0 b10. 
 Agressividade dos isolados 
A análise de variância da agressividade dos isolados foi realizada em DIC com 




o teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade foi 




RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Caracterização molecular de isolados de Fusarium spp. 
Inicialmente, verificou-se baixa identidade de alguns isolados utilizados nesse 
estudo com espécies do GFSC, depositadas no GeneBank. Alguns isolados 
apresentaram elevada identidade de sequências, acima de 90%, com espécies do FOSC. 
Todas as sequências foram comparadas pela ferramenta on line BLAST - Basic Local 
Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Fragmentos gênicos 
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RPB2 sequenciados apresentaram, aproximadamente, 1000pb após a correção manual 
no programa MEGA6
®
. Os haplótipos, H1, H2, H4, H6, H8, H11, H12, H22, H26, H27, 
H24, H28, H29 e H30 apresentaram identidade de 95-99% com sequências RPB2 de 
linhagens filogenéticas do FOSC. Os haplótipos, H3, H5, H7, H9, H10, H13, H14, H15, 
H17, H18, H19, H20, H21, H24 tiveram 94-99% de identidade com espécies do GFSC 
pela ferramenta BLAST. Assim, as sequências desses haplótipos foram inseridas 
alinhamentos com todas as espécies filogenéticas do GFSC e linhagens filogenéticas do 
FOSC de referência (Tabela 2) e analisadas pelos métodos, máxima parcimônia e 
inferência bayesiana.  
Topologias de ávores semelhantes foram encontradas para todas as análises 
filogenéticas realizadas. Na análise de máxima parcimônia com todos os haplótipos, as 
buscas heurísticas identificaram 52 árvores, das quais, apenas uma, a que mais se 
aproximava da filogenia dos isolados foi apresentada. No geral, as árvores diferiram 
sutilmente nos pontos onde não foram apoiados pelo bootstrap (abaixo de 50%) (Figura 
1). Já na inferência bayesiana, a partir de um milhão de árvores geradas, a que 
apresentou melhor topologia foi apresentada (Figura 2).  
Verificou-se clados bem suportados em probabilidade para praticamente todos 
os agrupamentos formados. Em ambas as análises, dois grupos bem distintos foram 
formados: um grupo de espécies do GFSC com 99% de bootstrat e 78% de 
probabilidade e outro do FOSC com 97% de bootstrap e 100% de probabilidade 
(Figuras 1 e 2). Catorze haplótipos, H3, H5, H7, H9, H10, H13, H14, H15, H17, H18, 
H19, H20, H21, H24 formaram um grupo parafilético com as espécies monofíléticas F. 
guttiforme e F. ananatum com 77% de bootstrap (Figura 1) e 98% de probabilidade 
(Figura 2). Treze haplótipos, H1, H2, H4, H6, H8, H11, H12, H22, H26, H27, H28, 
H29, H30 agruparam-se com linhagens filogenéticas do FOSC. A partir de então, foram 
realizadas análises, em separado, com os haplótipos pertencentes a cada complexo e 
suas respectivas sequencias de referência para verificar a consistência dos agrupamentos 
formados nas análises em conjunto. 
Na análise de máxima parcimônia do GFSC e H3, H5, H7, H9, H10, H13, H14, 
H15, H17, H18, H19, H20, H21, H24, das 26 árvores mais parcimoniosas geradas, uma 
representou a história filogenética dos isolados analisados. Os isolados permaneceram 
formando um grupo parafilético com as espécies irmãs F. guttiforme e F ananatum, no 
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entanto, não foi possível distinguir a qual ou quais espécie(s) o grupo de isolados 
pertence. A inferência bayesiana gerou a árvore de maior probabilidade, dentre as 
analisadas (Figura 2). Nessas árvores, os clados dos haplótipos analisados nesse estudo, 
mais F. guttiforme e F. ananatum foram altamente suportados, com 82% de bootstrap 
(Figura 3) e 91% de probabilidade (Figura 4) para as análises de máxima parcimônia e 
inferência bayesiana, respectivamente. 
Os haplótipos H1, H2, H4, H6, H8, H11, H12, H22, H26, H27, H28, H29, H30 
também foram analisados separadamente com sequencias de referência do FOSC para 
confirmação dos agrupamentos gerados nas árvores com todos os haplótipos. Para essa 
análise, em máxima parcimônia, 250 árvores mais parcimoniosas foram geradas e uma, 
de melhor topologia, apresentada (Figura 5). Pela inferência bayesiana, esses haplótipos 
permaneceram agrupados no FOSC com 99% de probabilidade (Figura 6). Todos os 
agrupamentos formados entre os haplótipos analisados e os de referência do FOSC 
foram altamente suportados por bootstrap e probabilidade (Figuras 5 e 6). 
O gene RPB2 acessou tamanha variabilidade nos isolados analisados, permitindo 
identificar que linhagens filogenéticas do FOSC podem esta associada à fusariose no 
Brasil pelo menos na pós-colheita. Populações de F. guttiforme brasileiras foram 
descritas causando a fusariose em abacaxizeiro (SOARES, 2011; TSUJI, 2012, 
PLOETZ, 2006), visto a observação de diferentes linhagens filogenéticas formadas, que 
deram indícios de elevada diversidade populacional, mas não a definição de espécie 
filogenética. Anteriormente, em 1998, Nirenberg e O‘ Donnell associaram a fusariose 
do abacaxizeiro a F. guttiforme, no entanto, as suas descrições restringiram-se a alguns 
isolados brasileiros.  
Posteriormente, Jacobs et al. (2010) descreveram uma nova espécie causando 
fusariose em frutos de abacaxizeiro na África do Sul e a denominaram Fusarium 
ananatum. Essa espécie é filogeneticamente distinta de F. guttiforme pela análise dos 
genes, ß-tubulina, fator de elongação 1-α e calmodulina. Esses pesquisadores também 
realizaram comparações morfológicas e de patogenicidade entre F. ananatum e F. 
guttiforme e conseguiram associar marcadores fenotípicos consistentes ao F. ananatum, 
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Figura 1. Árvore filogenética de máxima parcimônia 
para o gene RPB2 de espécies dos complexos 
Gibberella fujikuroi e Fusarium oxysporum 
incluindo isolados associados à fusariose do 
abacaxizeiro. O comprimento dos ramos é 
indicado por escala na base da árvore e os 
valores de bootstrap (1000 repetições) são 
indicados em porcentagem nos internódios. 
Esta árvore tem como raiz F. redolens. 







Figura 2. Árvore filogenética de inferência bayesiana para o 
gene RPB2 de espécies dos complexos Gibberella 
fujikuroi e Fusarium oxysporum incluindo isolados 
associados à fusariose do abacaxizeiro. O 
comprimento dos ramos é indicado por escala na base 
da árvore e os valores de probabilidade são indicados 
em nos internódios. Esta árvore tem como raiz F. 
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 Figura 3. Árvore filogenética de máxima parcimônia para o gene RPB2 de espécies do complexo Gibberella 
fujikuroi incluindo isolados associados à fusariose do abacaxizeiro. O comprimento dos ramos é indicado 
por escala na base da árvore e os valores de bootstrap (1000 repetições) são indicados em porcentagem 
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Figura 4. Árvore filogenética de inferência bayesiana para o gene RPB2 de espécies do complexo Gibberella fujikuroi incluindo isolados associados à fusariose do 
abacaxizeiro. O comprimento dos ramos é indicado por escala na base da árvore e os valores de probabilidade são indicados nos internódios. Esta árvore tem 
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Figura 5. Árvore filogenética de máxima parcimônia para o gene RPB2 de espécies do complexo 
Fusarium oxysporum incluindo isolados associados à fusariose do abacaxizeiro. O 
comprimento dos ramos é indicado por escala na base da árvore e os valores de bootstrap 
(1000 repetições) são indicados em porcentagem nos internódios. Esta árvore tem como 
raiz F. fujikuroi. IC=0,93; IR=0,88; IH=0,07. Areia, PB, 2016.
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Figura 6. Árvore filogenética de inferência bayesiana para o gene 
RPB2 de espécies do complexo Fusarium oxysporum 
incluindo isolados associados à fusariose do 
abacaxizeiro. O comprimento dos ramos é indicado por 
escala na base da árvore e os valores de probabilidade 
são indicados nos internódios. Esta árvore tem como 
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Em relação às espécies de Fusarium identificadas no Brasil para a cultura do 
abacaxizeiro, todos os isolados descritos e identificados como F. guttiforme são 
oriundos de plantas (NIRENBERG; O‘ DONNELL, 1998; PLOETZ, 2006; SOARES, 
2011; TSUJI, 2012), não tendo sido descrito isolado do patógeno em frutos. Com essa 
constatação é possível inferir, pelos resultados observados no presente estudo, que 
outras populações de Fusarium spp. podem estar associadas à fusariose do abacaxizeiro 
no Brasil, mas F. guttiforme, aparentemente é a que prevalece. Possivelmente, 
populações de isolados associadas à fusariose em plantas sejam distintas ou mais 
prevalecentes que outras e podem causar sintomatologias diferentes em frutos 
(JACOBS et al., 2010) ou, simplesmente, não causarem sintomas aparentes  (STEPIEŃ; 
KOCZYK; WAŚKIEWICZ, 2013). No entanto, para uma maior identificação de novas 
espécies de Fusarium spp. novos genes, juntos ao RPB2, devem ser adicionados às 
análises (O
‘
 DONNELL et al., 2013).  
Recentemente, dez espécies de Fusarium spp. da Costa Rica, Equador, 
Honduras, Hawaí, Indonésia e Vietnam foram identificadas infectando frutos de 
abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus) (STEPIEŃ; KOCZYK; WAŚKIEWICZ, 
2013), Fusarium ananatum, F. concentricum, F. fujikuroi, F. guttiforme, F. incarnatum, 
F. oxysporum, F. polyphialidicum, F. proliferatum, F. temperatum e F. verticillioides 
foram identificados utilizando o gene do fator de elongação 1α (EF1-α) a partir de 44 
isolados monospóricos de abacaxizeiros desses países. Semelhantemente ao ocorrido 
nesses países, é provável que os isolados do presente estudo, associados aos frutos de 
abacaxizeiro ‗Pérola‘ na Paraíba, Rio Grande do Norte e Pernambuco possam ser de 
pelo menos, duas espécies diferentes de Fusarium. 
Notavelmente, a filogenia de F. guttiforme como agente etiológico da fusariose 
em abacaxizeiro no Brasil não está resolvida. Os isolados do GFSC, identificados, 
compartilham características comuns com ambas às espécies irmãs F. guttiforme e F. 
ananatum pelo gene RPB2. Além disso, outros isolados no presente estudo agruparam-
se com linhagens filogenéticas diferentes de F. oxysporum.  
Caracterização morfológica de isolados de Fusarium spp. 
Os isolados avaliados apresentaram ampla e significativa variabilidade 
morfológica para todos os marcadores avaliados. Os isolados produziram micélio 
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Figura 7. Marcadores culturais dos isolados analisados. Coloração verso e 
reverso das colônias em BDA: branco ao rosa (a e b) no verso – 
e branco ao púrpura no reverso (c e d) – Isolados em SNA 
adicionado de fragmento de folha de bananeira, micélio branco e 
flocoso (e). Detalhe dos esporodóquios (seta vermelha) em folha 





Microconídios unicelulares obovóides, até elípticos em alguns isolados, hialinos, 
abundantes e asseptados, ocasionalmente com um ou dois septos foram produzidos em 
todo micélio. Eles são formados em mono e polifiálides ou sobre falsas cabeças em 
hifas curtas e pouco ramificadas. Entre os representantes do FOSC e GFSC, os isolados 
apresentaram microconídios com (1,77-)1,0-3,0 µm de comprimento por (0,99-)1,0-2,0 
µm de largura e relação comprimento/largura de 1,86 µm (Tabela 3). 
Macroconídios foram produzidos nos fragmentos de folhas de bananeira sobre o 
meio SNA. Eles são elipsoides, levemente curvados a quase retos, de paredes delgadas 
com (6,74-)15,0–4,0 µm de comprimento por (1,09-)1,0-2,0 µm de largura e a relação 
comprimento pela largura variou de 5,40 a 6,50 µm. O número de septos nos 
macroconídios variou de zero a três, sendo mais frequente encontrar macroconídios com 
três septos. Macroconídios foram produzidos em esporodóquios que formaram 
pontuações acinzentadas a negras sobre as folhas de bananeira em alguns isolados 
analisados. Em outros isolados, esporodóquios não foram observados. Não foi 
observada a formação de clamidósporos nos isolados analisados (Tabela 3). 
O diâmetro das colônias variou significativamente de 3,45 a 9,00 cm em meio 
BDA e 6,90 a 9,00 cm em meio SNA (Figura 8), sendo superior ao descrito para 
isolados de F. guttiforme em estudos anteriores no Brasil, em que, Tsuji (2012), ao 
avaliar isolados de F. guttiforme de diferentes populações, observou que estes variaram 
de 1,86 a 3,1 cm de diâmetro das colônias crescidas. Já Soares (2011), informou que o 
diâmetro médio das colônias de 43 isolados após quatro dias em BDA no escuro a 20 °C 
variou de 3,5 a 5,5 cm e os isolados de referência apresentaram crescimento superior a 
4,0 cm de diâmetro. O diâmetro da colônia ‗in vitro‘ é muito variável em espécies de 
Fusarium, sendo muito influenciado pelas condições ambientais de cultivo (PLOETZ, 
2006; STEPIEŃ; KOCZYK; WAŚKIEWICZ, 2013).  
As equações de regressão lineares em relação ao crescimento micelial em BDA 
e SNA nos números de dias após semeadura dos isolados nas placas de Petri, em cada 
dia de avaliação e os IVCM estão apresentados na Tabela 4.  
Constataram-se que os coeficientes de determinação foram elevados, todos 
acima de 0,90, evidenciando que as equações lineares explicam o crescimento micelial 
dos isolados nas condições analisadas. 
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Tabela 3. Marcadores morfológicos dos isolados representativos do FOSC e GFSC analisados. Areia, PB, UFPB, 2016. 
Acesso Complexo Cor da colônia Dimensões conidiais (µm) 
  Verso Reverso Macroconídio Relação C/L Microconídio Relação C/L 
CMA13 FOSC Branco Branco 4,0-15,0 x 1,0-2,0 
 
6,50 1,0-3,0 x 1,0-2,0 
 
1,86 
CMA29 FOSC Branco Branco   5,0 - 8,0 x 1,0-2,0 
 
5,40 1,0-3,0 x 1,0-2,0 
 
1,86 
CMA40 FOSC Branco Rosa 4,0-14,0 x 1,0-2,0 
 
5,50 1,0-3,0 x 1,0-2,0 
 
1,86 
CMA05 FOSC Branco Púrpura 5,0-14,0 x 1,0-2,0 
 
6,30 1,0-3,0 x 1,0-2,0 1,86 
CMA34 FOSC Branco Púrpura 5,0-15,0 x 1,0-2,0 
 
6,50 1,0-3,0 x 1,0-2,0 
 
1,86 
CMA36 FOSC Branco Rosa 4,0-14,0 x 1,0-2,0 
 
5,50 1,0-3,0 x 1,0-2,0 1,86 
CMA17 GFCS Branco Rosa 5,0-14,0 x 1,0-2,0 
 
6,30 1,0-3,0 x 1,0-2,0 
 
1,86 
CMA06 GFCS Branco Rosa 4,0-14,0 x 1,0-2,0 
 
5,60 1,0-3,0 x 1,0-2,0 1,86 
CMA23 GFCS Branco Púrpura 4,0-14,0 x 1,0-2,0 
 
5,60 1,0-3,0 x 1,0-2,0 
 
1,86 
CMA26 GFCS Branco Rosa 4,0-14,0 x 1,0-2,0 
 
5,60 1,0-3,0 x 1,0-2,0 
 
1,86 
      *Relação C/L - Relação comprimento pela largura dos conídios mensurados em µm.
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Apenas alguns isolados apresentaram marcadores culturais semelhantes a F. 
guttiforme, como a coloração do verso e reverso das colônias que variavam do branco ao 
púrpura, microconídios obovóides ou ovóides, geralmente sem septos, ocasionalmente com 
um ou dois e produzidos no micélio aéreo (NIRENBERG e O‘ DONNELL, 1998). Entretanto, 
algumas características não se assemelharam as descritas para essa espécie, tais como, menor 
tamanho dos conídios, maior diâmetro e velocidade de crescimento micelial e ausência de 
espororodóquios, em alguns isolados.  
 
 
Figura 8. Crescimento micelial em meio de cultura BDA e SNA dos isolados representativos 
de GFSC e FOSC analisados. Areia, PB, UFPB, 2016. 
Alguns isolados, não apresentaram características morfológicas, dentro da variação 
descrita, similares às observadas em F. guttiforme, conforme descrições de estudos anteriores 
com populações de isolados do Brasil por Nirenberg e O‘ Donnell, (1998); Soares (2011); 
Tsuji (2012); Ploetz (2006). De 49 isolados utilizados na caracterização, 21 coletados 
recentemente em Minas Gerais e no Espírito Santo apresentaram marcadores morfológicos 
típicos de F. guttiforme (SOARES, 2011). Tsuji (2012), afirmou que os isolados de plantas de 
abacaxizeiro analisados, apresentavam características morfológicas condizentes com F. 





Tabela 4. Regressão e índice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) dos isolados 
representativos do FOSC e GFSC analisados. Areia, PB, UFPB, 2016. 
Isolado 
BDA SNA 
b0 b1 P<0,005 R
2
 IVCM b0 b1 P<0,005 R
2
 IVCM 
CMA05 0.723 1.205       ** 99.70%    9.230 a 0.0125 1.251 * 98.77% 7.920 b 
CMA06 -0.55 1.107 * 98.52%    5.662 b 0.0928 0.895 * 91.01% 5.810 b 
CMA13 1.053 1.234 ** 97.52%    10.23 a 0.688 1.143 * 99.39% 8.780 a 
CMA17 0.632 0.629 * 99.26%    5.345 b 0.193 1.036 * 99.23% 6.755 b 
CMA23 -0.158 0.722 * 91.38% 4.307 b 0.019 1.072 * 98.87% 6.867 b 
CMA26 0.850 0.677 ** 98.74% 6.330 b 0.998 0.902 ** 99.70% 7.865 b 
CMA29 1.275 1.218 ** 96.77% 10.675 a 0.969 1.094 ** 99.12% 9.167 a 
CMA34 0.802 1.206 ** 98.96%  9.530 a 0.887 1.243 ** 98.15% 9.787 a 
CMA36 0.848 0.816 ** 94.71% 7.645 b 0.207 1.157 * 99.63% 7.702 b 
CMA40 0.041 0.997 * 99.70% 6.255 b -0.071 1.237 * 98.65% 7.592 b 
  **altamente significativo, pelo teste F, a 5% de probabilidade; *significativo, pelo teste F, a 5% de probabilidade. Médias seguidas da 
mesma letra não diferem pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade. CMA - Coleção micológica de Areia, Areia/PB. Batata Dextrose 
Ágar (BDA) e Syntetic Nutrient-Poor Ágar (SNA). IVCM - Índice de Velocidade de Crescimento Micelial. 
Quando se comparou a capacidade de esporulação entre os meios BDA e SNA 
observou-se que, em qualquer dos meios utilizados, não se produziram macroconídios no 
micélio aéreo, corroborando com descrito por Nirenberg e O‘ Donnell (1998) para F. 
gutifforme. Houve grande variação na capacidade de esporulação entre os isolados analisados 
que não formaram agrupamentos entre Estados ou complexos diferentes (Figura 9). 
 
 
Figura 9. Esporulação dos isolados representativos do FOSC e GFSC analisados nos meios BDA e SNA. 
Areia, PB, UFPB, 2016. 
 
Para todas as características morfológicas analisadas, os isolados não formaram 
agrupamentos morfológicos bem definidos por Estado de origem. A forma de disseminação 
da fusariose do abacaxizeiro ou o fluxo gênico dos isolados podem estar relacionados a essa 
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constatação. O patógeno, por ser um fungo invasor do solo, é de difícil controle e dissemina-
se por dispersão aérea ou pelo vento, no entanto, diferentes isolados podem se propagar em 
mudas e frutos contaminados. Isolados de Fusarium spp. do abacaxizeiro podem ser 
transportados nessas condições (BENFICA et al., 2011). Os resultados do presente trabalho 
constataram grandes e significativas diferenças morfológicas entre todos os isolados 
analisados.  
Diferentes variantes do patógeno ou até mesmo espécies diferentes de Fusarium, 
associadas ao abacaxizeiro poderiam surgir a partir de uma pequena população de isolados 
que evoluiu em relação a determinadas respostas ambientais características de cada local de 
coleta, ou até mesmo pela virulência desses isolados nesses locais, de acordo com a 
prevalência de variedades de abacaxizeiro cultivadas ou quantidade de agrotóxicos utilizados 
nos plantios. Sendo algumas espécies de Fusarium do GFSC com reprodução sexuada rara ou 
desconhecida, em condições naturais e induzidas (LESLIE; SUMMERELL, 2006), dentre elas 
F. guttiforme, à ausência de recombinação genética devido a presença de determinados 
mecanismos de recombinação, tais como, parassexualidade e parameiose (AZEVEDO, 2009) 
poderiam influenciar essa elevada variabilidade detectada nos isolados avaliados. 
 
Agressividade dos isolados de Fusarium spp. 
Os isolados apresentaram elevada patogenicidade demonstrada pela quantificação da 
agressividade, tanto em frutos, quanto em folhas destacadas. Apesar da agressividade dos 
isolados serem iguais entre si em folhas destacadas, foram diferentes entre esses substratos 
analisados. Em folhas destacadas, a maior lesão foi do CMA26, e a menor do CMA 29. As 
lesões nos frutos variaram de 11.425 mm
2
 no isolado CMA40 ou até isolados que foram 
menos agressivos (7,4%), CMA05 (Figura 10).  
É interessante relatar que as diferenças de agressividade entre substratos utilizados e 
entre isolados dentro de frutos fornecem indícios de que os patógenos, nesse estudo, estão 
mais adaptados aos frutos do que as folhas. Apenas testes de patogenicidade, positivo ou 
negativo, de isolados associados à fusariose do abacaxizeiro já foram realizados (PLOETZ, 
2006; JACOBS et al., 2010; SOARES, 2011; TSUJI, 2012; STEPIEŃ; KOCZYK; 
WAŚKIEWICZ, 2013). Esse estudo levantou uma nova abordagem para acessar a 
patogenicidade em isolados associados à fusariose no abacaxizeiro e assim foi possível, além 
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de detectar, também quantificar a patogenicidade desses isolados. De forma geral, todos os 
haplótipos foram mais agressivos aos frutos do que as folhas do abacaxizeiro sendo mais um 
indício de melhor adaptação do patógeno aos frutos.  
É possível que existam populações distintas de Fusarium que são mais adaptadas às 
plantas, das que causam podridão em frutos ou vice-versa. No entanto, para que essa 
inferência seja confirmada, testes cruzados devem ser realizados com folhas e frutos de 
abacaxizeiro não destacados da planta.  
É importante relatar que, apesar dos isolados analisados terem sido coletados de frutos 
com sintomas característicos da fusariose como a produção de resina, sintoma típico da 
fusariose causada por F. guttiforme, alguns frutos inoculados para avaliação da agressividade 
não apresentaram a formação desse sintoma. É possível que a resina seja um produto do 
metabolismo secundário da planta produzido contra a infecção de F. guttiforme. Esses 
produtos de resistência são formados em frutos não destacados da planta mãe (APARECIDO 
et al., 2010; MATOS; CORDEIRO, HADDAD, 2012) ou seriam especificamente produzidos 
para F. guttiforme (JACOBS et al. 2010). 
 
Figura 10. Agressividade dos isolados representativos do FOSC e GFSC analisados. Areia, PB, 
UFPB, 2016. 
 
Todas as avaliações de agressividade dos isolados foram realizadas em folhas e frutas 
destacadas da planta mãe. De maneira geral, fungos do gênero Fusarium, causadores de 
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podridões pós-colheita são considerados patógenos fracos que necessitam de um fator de 
predisposição no hospedeiro, como por exemplo, ferimentos na epiderme para iniciar infecção 
(NISHIJIMA, 1998). Por esta razão podem ser considerados invasores secundários de lesões 
causadas por outros agentes bióticos ou abióticos. Entretanto, o fato de diversas espécies de 
Fusarium serem capazes de sobreviver saprofiticamente por longos períodos de tempo e 
muitas espécies produzirem micotoxinas (STEPIEŃ; KOCZYK; WAŚKIEWICZ, 2013), 
torna estes grupos de fungos potencialmente importantes como agentes causais de doenças em 
várias culturas agrícolas (MATOS et al., 2012).  
A espécie F. ananatum descrita na África do Sul causando fusariose em abacaxi foi 
descrita por Jacobs et al. (2010) que compararam as lesões formadas em frutos por F. 
guttiforme e F. ananatum e perceberam que as lesões nos frutos são similares entre as duas 
espécies, porém os tecidos infectados por F. ananatum apresentam-se mais escuros, não 
exsudam resina, são mais rebaixados e tem aparência em forma de ‗V‘. Sintomas similares 
aos causados por F. ananatum e F. guttiforme em abacaxi na África do Sul foram observados 
em frutos de abacaxizeiro avaliados nesse estudo. Os patógenos formaram grupo parafilético 
com F. ananatum em todas as análises filogenéticas realizadas. Assim, pode ser possível que 
esta espécie e/ou, pelo menos, uma nova espécie, próxima de F. guttiforme ou de outro 
morfogrupo ocorram no Brasil causando a fusariose, sendo mais adaptada aos frutos de 
abacaxizeiro, do que às plantas. Alguns patógenos apresentaram sintomas de fusariose e sinais 
do patógeno similares aos descritos para F. guttiforme em frutos (Figura 11). Esses são de 
coloração inicial translúcida e esporulação cor de rosa (JACOBS et al., 2010). Esses 
patógenos foram coletados a partir de populações dos três estados analisados nesse trabalho.  
Os sintomas causados nos frutos pelos isolados agrupados nas análises filogenéticas ao 
FOSC também são semelhantes aos descritos para F. guttiforme por Jacobs et al. (2010). No 
entanto, esses isolados causaram manchas marrons claras a marrons escuras de aspecto seco, 





Figura 11. Sintomas da fusariose em frutos de abacaxizeiro no Brasil. a. Fruto sem sintomas; 
b. Sintoma de coloração inicial translúcida com esporulação cor de rosa (seta 
vermelha); c. Em detalhe, esporulação cor de rosa (seta vermelha); d. Sintomas 
mais avançados exibindo esporulação cor de rosa (seta vermelha); e. Sintoma 
inicial menos severo em ‗V‘ (seta azul), em detalhe, sintoma inicial menos severo 
em ‗V‘ (seta azul); f. Sintoma em ‗V‘ menos severo em estágio avançado (seta 
verde), detalhe sintoma em ‗V‘ menos severo em estágio avançado (seta verde); g. 
Sintomas de manchas marrons claras sem forma definida; h. Sintomas de manchas 
marrons escuras sem forma definida e aspecto seco. 
 
A fusariose em plantios de abacaxizeiro é encontrada, praticamente, em todas as 
regiões produtoras da fruta no mundo. Ela pode apresentar variações de severidade dentro de 













umidade relativa, a doença apresenta maior intensidade. Os frutos são levados ao mercado de 
fruta ‗in natura‘ e internamente apresentam lesões, inicialmente, de coloração marrom clara 
que passam a marrom escura, ocasionando uma podridão seca (APARECIDO et al., 2010), 
como as observadas no presente trabalho para isolados do FOSC identificados.  
Portanto, isolados do FOSC e GFSC coletados nesse trabalho que foram identificados 
nas análises filogenéticas e confirmados patogenicidade pela agressividade quantificada 
podem estar presentes nas populações de Fusarium spp. associados aos plantios comerciais de 
abacaxizeiro na Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte do Brasil. 
 
CONCLUSÕES 
Os isolados associados aos frutos de abacaxizeiro apresentaram ampla variabilidade, 
determinada pelos marcadores fenotípicos e moleculares analisados. 
É possível a existência de pelo menos duas espécies de Fusarium, além de F. 
guttiforme, associadas à fusariose em frutos de abacaxizeiro nos estados da Paraíba, 
Pernambuco e Rio Grande do Norte. 
Os patógenos desse estudo causaram sintomas típicos de fusariose e apresentaram 
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RESUMO  
Avaliou-se a eficácia do controle da fusariose do abacaxizeiro com extratos de três espécies 
vegetais e um indutor de resistência, disponível comercialmente. Extratos vegetais de 
Caesalpinia ferrea (CF), Anadenanthera colubrina (AC), Momordica charantia (MC) foram 
usados nas concentrações de 500, 1000, 1500 e 2000 ppm; enquanto o indutor de resistência 
acibenzolar-S-metil (ASM) foi utilizado na dosagem de 2,0 g/ha. Como padrão de 
comparação, utilizou-se o fungicida tebuconazol (75 mL/ha) e a água destilada esterilizada 
(controle). Os frutos foram pulverizados quatro vezes ao longo de 6 meses desde o início da 
floração, seguindo o calendário de pulverizações recomendada para o fungicida. A avaliação 
da severidade da doença foi realizada usando-se uma escala de notas e os dados foram 
utilizados para determinação da Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD). As 
avaliações pós-colheita foram realizadas em frutos maduros através das medições de pH, 
teores de sólidos solúveis totais, acidez total titulável, firmeza e atividade das enzimas 
peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amônia-liase (FAL). O extrato 
vegetal de M. charantia apresentou-se com potencial na redução da severidade da fusariose 
em frutos do abacaxizeiro ‗Pérola‘; o extrato M. charantia nas concentrações mais elevadas, 
afetou positivamente as características físico-químicas dos frutos. 
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It was evaluated the effectiveness of the control of fusarium wilt in pineapple plants with 
three plant species extracts and a resistance inductor, commercially available. Plant extracts of 
Caesalpinia ferrea (CF), Anadenanthera colubrina (AC), Momordica charantia (MC) were 
used at 500, 1000, 1500 and 2000 ppm; while resistance inducer acibenzolar-S-methyl (ASM) 
was used at 2.0 g / ha. As a standard of comparison, it was used the fungicide tebuconazole 
(75 mL / h) and sterile distilled water (control). The fruits were sprayed four times, over 6 
months, since the start of flowering, following the pulverization schedule for the 
recommended fungicide. The assessment of the disease severity was performed using a 
disease index and the data were used to determine the area under disease progress curve 
(AUDPC). Post-harvest were reached in ripe fruit ratings through the pH, total soluble solids, 
titratable acidity, firmness and activity of peroxidase (POX), polyphenol oxidase (PPO) and 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL). The vegetal extract of M. charantia showed potential in 
reducing the severity of fusariosis in fruits of pineapple 'Perola'; M. charantia extract at 
higher concentrations positively affected the physical and chemical characteristics of fruits. 
 
 
















O Brasil é o segundo maior produtor mundial de abacaxi (Ananas comosus L.) com 
produção de frutos inferior apenas a quantidade da Costa Rica (FAOSTAT, 2015). A 
abacaxicultura brasileira, no ano de 2015, ocupou uma área em torno de 67.380 ha, atingindo 
uma média de 26.365 frutos/ha, resultando numa produção total de 1.777.292 toneladas 
(IBGE, 2016). 
A fusariose do abacaxizeiro é uma das mais importantes doenças da cultura. Relatada 
na Argentina em 1954 e dez anos mais tarde no Brasil (LAVILLE, 1980; ROHRBACH, 
1983), a doença ocorre na Bolívia, Paraguai e Uruguai (PLOETZ, 2003). Causada pelo fungo 
Fusarium guttiforme (Nirenberg; O‘Donnell), é considerada a mais importante doença nas 
áreas de produção de abacaxi no Brasil. O fungo infecta folhas, caules e raízes, porém a sua 
importância econômica é maior quando infecta a infrutescência, causando podridão pós-
colheita (NIREMBERG et al., 1998; PLOETZ, 2006), podendo resultar em perdas superiores 
a 80% da produção de frutos quando a floração e a frutificação ocorrem em períodos 
chuvosos e de baixas temperaturas (BENFICA et al., 2011). 
O manejo da fusariose do abacaxizeiro envolve o uso de variedade resistente, plantio 
de material de propagação livre do patógeno, controle de inseto e proteção da 
inflorescencência e frutos pelo uso de fungicida (PLOETZ, 2006). No Brasil, o controle é 
preventivo, normalmente feito pelo uso de produtos químicos (BENFICA et al., 2011). O uso 
intensivo dos fungicidas apresenta alguns inconvenientes, entre eles o desenvolvimento de 
resistência microbiana; contaminação ambiental (água, solo, produtor); riscos aos 
consumidores, representados por possíveis efeitos carcinogênicos e teratogênicos; elevação 
dos custos de produção e impossibilitar a exportação para países onde os resíduos deixados 
pelos produtos químicos nos frutos não são aceitáveis (PARA, 2014).  
Neste contexto, há um número crescente de pesquisas utilizando métodos alternativos 
de controle, que não apresentem risco a saúde humana e ambiental e atendam à demanda 
crescente de produtos orgânicos e livres de resíduos de agrotóxicos (CARVALHO et al., 
2009; FAROOQ et al., 2011; SALES et al., 2016).  
Entre os métodos alternativos de controle de doenças, destacam-se os extratos vegetais 
e os óleos essenciais de plantas. Várias pesquisas indicam a eficiência destas alternativas de 
controle de fitopatógenos, seja pela ação fungitóxica direta, inibindo o crescimento micelial e 
a germinação de esporos; seja pela indução de resistência, que sugerem a presença de 
compostos com características de elicitores (SINGH; RAI, 2000; SINGH et al., 2002; 
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BONALDO et al., 2004; BRITO et al. 2005; BALBI-PEÑA et al., 2006; SOUZA et al., 
2015). As espécies têm sido relatadas no manejo de doenças em diversos patossistemas. 
O objetivo do presente trabalho foi determinar a eficiência do manejo da fusariose do 
abacaxizeiro em área produtora no Estado de Pernambuco com o uso de extratos vegetais e 
indutor de resistência disponível comercialmente. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Preparação do extrato vegetal 
Folhas de Momordica charantia, Caesalpinia ferrea e Anadenanthera colubrina foram 
coletadas no município de Areia-PB (Latitude: 6° 58´ 1,83´´S e Longitude: 35° 42´ 52,48´´O). 
As folhas foram acondicionadas em sacos de papel e postas para secagem em estufa à 40 ºC 
até a obtenção de peso contínuo (≈72h).  
Posteriormente, foram trituradas em moinho de facas e armazenadas em sacos de 
polietileno à temperatura ambiente (25 ºC ± 5) durante 5 dias. O triturado foi transferido para 
recipientes de 5 L contendo etanol absoluto na proporção de 1g de tecido foliar seco para 4mL 
do solvente. Após este procedimento, a preparação foi acondicionada em evaporador rotativo 
com pressão reduzida, durante 6 horas, a 42 °C para eliminação do solvente. O extrato bruto 
etanóico foi transferido para recipientes de vidro sem tampa e mantido por 7 dias, a 
temperatura ambiente, para completa eliminação do solvente.  
 
Condução do experimento em campo 
 O experimento foi conduzido em plantio comercial na zona rural do município de 
Pombos – PE, (Latitude: 08º08'29"S e Longitude: 35º23'45" W). A área foi escolhida pelo 
histórico de alta incidência e severidade de fusariose em anos anteriores de produção, sendo a 
ocorrência da doença confirmada durante a instalação e avaliação do presente experimento. 
Os extratos vegetais de M. charantia (MC), C. ferrea (CF) e A. colubrina (AC), foram 
utilizados para tratamento de inflorescência e frutos nas seguintes concentrações: 500, 1000, 
1500 e 2000 ppm. Os demais tratamentos foram o indutor de resistência acibenzolar-S-metil 
(ASM) (2,0 g/ha), o fungicida tebuconazol (750 mL/ha) e a testemunha (água destilada). O 
delineamento experimental foi em blocos ao acaso (DBC), totalizando 15 tratamentos, sendo 
quatro repetições por tratamento, onde cada repetição foi composta por quatro plantas. 
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As pulverizações foram realizadas de acordo com o calendário recomendado para o 
fungicida, com quatro pulverizações, sendo a primeira no início da floração. Utilizou-se 
pulverizador costal manual (Jacto modelo PJH) com 20L de capacidade máxima, pressão 
máxima de 6 kgf/cm
3
, bico de jato de cone. Os frutos foram colhidos no estádio de maturação 
número 2 - início da coloração amarela no centro dos frutilhos (DANTAS Jr. et al., 2009), 
conduzidos ao Laboratório de Fitopatologia (LAFIT-CCA/ UFPB) e separados para utilização 
nas avaliações de severidade da doença, análise pós-colheita e análise enzimática.  
Os dados foram analisados no programa estatístico SISVAR utilizando o teste de 
Sckott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Avaliação da severidade da doença 
As avaliações de severidade da doença foram realizadas durante cinco dias 
consecutivos, sendo a primeira avaliação realizada no dia da colheita, utilizando escala de 
notas de Ventura (2002), em que: (- ou 0) ausência de tecidos necróticos; (+ ou 1) lesões 
limitadas ao local da penetração do fungo, menores que 2mm; (++ ou 2) lesões abrangendo 
extensão de 3 a 9 mm; (+++ ou 3) lesões que se estendem de 10 até 15 mm; (++++ ou 4) 
lesões com mais de 15 mm. Os dados foram utilizados para determinação da Área Abaixo da 
Curva de Progresso da Doença (AACPD).  
 
Avaliação pós-colheita dos frutos 
As avaliações pós-colheita foram realizadas cinco dias após a colheita dos frutos, 
através da medição de pH por potenciometria em eletrodo de vidro; teores de sólidos solúveis 
totais, por meio da refratometria, com compensação de temperatura automática; acidez total 
titulável, determinada por titulação com NAOH 0,1N, expressa em porcentagem de ácido 
cítrico; firmeza, determinada individualmente em dois pontos distintos entre as malhas na 
região equatorial da infrutescência, com penetrômetro na região de inserção. Os dados foram 
transformados para Newtons (AOAC, 1997). 
Diariamente, foram realizadas medições de perda de peso dos frutos, com o auxílio de 
balança digital de precisão para quantificação da massa individual.  
 
Análise enzimática 
Para a extração da peroxidase (POX), 3,0 g de polpa do fruto foram homogeneizados 
em 6 mL de tampão de extração fosfato 0,1M, pH 6,0. A suspensão resultante foi centrifugada 
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por 15 minutos a 12000 g coletando-se o sobrenadante. As reações para determinação da 
atividade enzimática foram preparadas com a adição de 0,25 mL do sobrenadante ao meio de 
reação contendo 0,25 mL de guaiacol a 1,7%, 0,75 mL de tampão fosfato 0,1 M, pH 6,0 e 
0,25 mL de H2O2 a 1,8%. As reações foram monitoradas com auxílio de espectrofotômetro, 
observando-se a variação da absorbância no comprimento de onda de 470 nm, a 25 °C, 





de proteína.  
Para a extração da polifenoloxidase (PPO), 3,0 g de polpa foram homogeneizados em 
6 mL de tampão de extração acetato a 0,1M, pH 5,0  e a suspensão resultante centrifugada por 
15 minutos a 12000 g, coletando-se o sobrenadante.  Para a determinação da atividade da 
PPO, 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado ao meio de reação contendo 0,25 mL de S-metil-
catecol 0,6 M e 0,75 mL de tampão fosfato 0,1 M pH 6,8. A solução foi incubada por 15 
minutos a 40 °C e a reação paralisada com adição de 2 mL ácido perclórico 2N.  As reações 
foram monitoradas com auxílio de espectrofotômetro, observando-se a variação da 
absorbância, no comprimento de onda de 395 nm, a 25 
°
C, imediatamente após a retirada da 






Para a extração da fenilalanina amônia-liase (FAL) 3,0 g de polpa foram 
homogeneizados em 6 mL de tampão de extração acetato a 0,1M, pH 5,0 e a suspensão 
resultante centrifugada por 15 minutos a 12000 g, coletando-se o sobrenadante. Para a 
determinação da atividade da FAL 0,5 mL do sobrenadante foram transferidos para tubos de 
ensaio e aliquotas de 1,5 mL de solução tampão TRIS-EDTA 0,01M, pH 8,8, 0,5 mL de 
solução de fenilalanina (30 μM) e 0,5 mL de água destilada foram adicionados. Após a 
incubação em banho-maria a 40 ºC, por uma hora, a reação foi paralisada com 2 mL de ácido 
clorídrico 5M e as leituras espectrofotométricas realizadas a 290 nm 25
°
C. Os resultados 




de proteína.  
A prova em ―branco‖ foi preparada usando 1,5 mL de solução tampão TRIS 0,01M. 
pH 8,8, 0,5 mL de extrato enzimático e 1,0 mL de água destilada, para cada tratamento 
testado. As análises foram realizadas em triplicata. As determinações da quantidade de 
proteína presente nos referidos extratos foram feitas pelo método de Bradford (1976), usando 





RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A análise dos dados, da área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) 
(Figura 1), indicou nível de controle da fusariose superior a 60% em plantas tratadas com o 
fungicida tebuconazol durante o ciclo do abacaxizeiro na área avaliada. Entre os tratamentos 
alternativos, verificou-se uma severidade da doença maior nos tratamentos com o extrato CF e 
o extrato AC, conferindo proteção menor que 20%, o indutor de resistência ASM o extrato 
vegetal MC retardaram o desenvolvimento da fusariose nos frutos de abacaxizeiro (Figura 1).  
A utilização de extratos de plantas constitui-se numa alternativa ecológica 
promissora, no controle de patógenos de plantas, podendo ser associada às demais práticas de 
manejo integrado de doenças, contribuindo para atender à crescente demanda nacional e 
internacional por produtos orgânicos.  Neste trabalho, o extrato vegetal de M. charantia nas 
concentrações de 1000, 1500 e 2000 ppm, diminuiu a severidade da fusariose, ao contrário 
aos extratos das espécies C. ferrea e A. colubrina, nas concentrações avaliadas, que não 
exibiram qualquer efeito de retardamento sobre o desenvolvimento da doença que os 
diferenciasse do tratamento testemunha com água destilada (Figura 1).  
Apesar de não oferecer proteção igual àquela do tratamento com o fungicida, o extrato 
MC tem potencial como uma alternativa viável no manejo integrado da fusariose do 
abacaxizeiro, por associar um razoável nível de proteção ao baixo custo financeiro, minimizar 
os efeitos negativos dos fungicidas no que diz respeito ao desenvolvimento de resistência 
microbiana, risco a saúde humana e ambiental, e principalmente atender à demanda por 
produtos orgânicos e livres de resíduos de agrotóxicos (MOGLE, 2013; SUKORINI, 2013).  
Souza et al. (2012) utilizaram o extrato de MC nas concentrações 1000 e 1500 ppm e 
observaram menor severidade da antracnose causada pelo fungo C. gloesporioides em frutos 
de mamoeiro (Carica papaya) comparando as demais concentrações utilizadas. Celoto et al. 
(2011) avaliaram o extrato de MC no controle da antracnose (Colletotricum musae) em frutos 
de bananeira (Musa sp.) e verificaram que quando aplicados os extratos, até dois dias antes da 
inoculação do fungo, houve redução em torno de 80% no desenvolvimento das lesões nos 
frutos, considerando-se assim, a hipótese que possa existir a presença de substância 
antifúngica nos extratos de MC. Oliveira e Nascimento (2009) avaliando a severidade da 
podridão-negra (Chalara paradoxa) em abacaxizeiro ‗Pérola‘, verificaram que, no sexto, 
sétimo e oitavo dias após a inoculação, os frutos de abacaxizeiro tratados com extrato de MC 




























 Figura 1. Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) e porcentagem 
de proteção (%) em frutos de abacaxizeiro 'Pérola' submetidos aos 
tratamentos com extratos de Caesalpinia ferrea (CF), Anadenanthera 
colubrina (AC), Momordica charantia (MC), Acibenzolar-S-metil 






Proteção= 13,84 % 
 
AACPD=33,55 




A avaliação da qualidade pós-colheita, os frutos tratados previamente em campo, com 
os extratos vegetais o acibenzolar-S-metil e o fungicida, foi realizada cinco dias após a 
colheita.  
Para o parâmetro firmeza observou-se um destaque para o indutor ASM, que exibiu 
desempenho similar ao fungicida. Entre os extratos vegetais, apenas o MC, foi superior a 
testemunha neste mesmo parâmetro, mas estatisticamente inferior aos tratamentos fungicida e 
indutor de resistência. O tratamento com os extratos de AC e CF proporcionaram os menores 
valores de firmeza, que pode ser explicado pela deterioração avançada, maior severidade 
causada pela fusariose nos frutos tratados (Tabela 1).  
Souza et al. (2012) verificaram que com o uso de extrato de MC para o controle da 
antracnose em frutos de mamoeiro (Carica papaya), a firmeza foi maior nos frutos tratados 
com o extrato vegetal nas concentrações de 500, 1000 e 1500 ppm e proporcionaram efeito 
significativo em comparação aos demais tratamentos. A firmeza do fruto é uma das 
características mais importantes do ponto de vista comercial, pois afeta a qualidade e a 
resistência ao transporte e causa de apodrecimento (CHITARRA; CHITARRA, 2005).   
Para a avaliação de sólidos solúveis, observou-se que os tratamentos com os extratos 
de CF, AC e MC na concentração de 500 ppm e a testemunha apresentaram as maiores taxas 
em relação aos demais tratamentos. Essas maiores taxas de açúcar foram obtidas nos frutos 
em que os valores de firmeza foram os menores em decorrência da podridão avançada 
causada pelo fungo (Tabela 1). Oliveira et al., (2006) explicaram que em alguns casos, quanto 
maior a podridão causada pelo fungo, o fruto tende a acumular maiores quantidades de sólidos 
solúveis, uma vez que o fruto está reagindo contra o microrganismo, aumentando seu 
metabolismo e consequentemente ficando mais adocicado. 
O ASM foi o menos eficiente, onde atuou negativamente, causando mumificação da 
casca e podridão da polpa, nesta, o teor de sólidos solúveis ficou na faixa de 3,0º Brix, 
inaceitável para o consumo. O extrato vegetal de MC nas concentrações de 1000, 1500 e 2000 
ppm obtiveram valores de sólidos solúveis semelhantes ao fungicida. Estes valores são 
aceitáveis pois variaram entre 10.96 a 11.60 ºBrix, e o resultado está dentro da faixa aceitável 
de acordo com as exigências do Mercado Brasileiro para o consumo in natura do fruto do 






 Tabela 1. Características físico-químicas de frutos de abacaxizeiro ‗Pérola‘ tratados com extratos 
vegetais, fungicida e indutor de resistência acibenzolar-S-metil, ao 5º dia (vida de 
prateleira), UFPB, Areia-PB, 2016. 
Tratamentos Firmeza de 









CF     500 ppm 0.80   d 13.76 a 5.76 c 8.03 a 
CF   1000 ppm 1.06   d 13.16 a 6.86 c 8.13 a 
CF   1500 ppm 1.56   d 12,83 a 6.93 c 8.26 a 
CF   2000 ppm 0.80   d 12.10 a 5.46 c 7.83 a 
AC    500 ppm 0.70   d 13.73 a 5.63 c 7.86 a 
AC  1000 ppm 0.73   d 12.80 a 5.20 c 7.17 a 
AC  1500 ppm 0.90   d 13.33 a 4.56 c 8.54 a 
AC  2000 ppm 0.86   d 12.96 a 4.96 c 8.14  a 
MC   500 ppm 7.56   b 12.56 a 4.86 c 8.40 a 
MC 1000 ppm   9.03 b 11.10 b 7.46  b 5.75 b 
MC 1500 ppm  8.30  b 11.60 b  7.40 b 5.50 b 
MC 2000 ppm   9.66 b 10.96 b 7.96  b 4.13 b 
ASM 11.66 a 3.30   c 11.43a 2.16 c 
Controle 3.66   c 13.86 a  4.30 c 8.60 a 
Fungicida 12.33 a 10.66 b           6.9    b 4,63 b 
DMS 4,05 3.09 2,89 2,39  
CV (%) 14.64 8.90 12,09 12.39 
Médias comparadas pelo Teste Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra 
na coluna não diferem estatisticamente entre si.CF (ppm) Diluição do extrato de Caesalpinia ferrea em partes 
por milhão (ppm); AC (ppm) Diluição do extrato de Anadenanthera colubrina em partes por milhão (ppm); MC 




A acidez total titulável foi menor nos frutos tratados com os extratos de AC e CF, 
confirmando nestes tratamentos os maiores valores de pH. Estes valores se assemelharam a 
testemunha. Para as maiores doses do extrato de MC a acidez variou entre 7 e 8 obtendo 
valores de pH em torno de 4 e 5 compatíveis com os resultados obtidos por Pinheiro et al., 
(2006), que os consideram dentro dos padrões aceitáveis. 
Quanto à perda de massa de frutos, não se observou efeito positivo de qualquer dos 
tratamentos. O fungicida e o indutor de resistência, o extrato CF nas concentrações 1000 e 
1500 ppm e o tratamento ASM, exibiram as piores performances, inferiores até mesmo ao 
tratamento controle (Figura 2). Resultados diferentes do presente trabalho foram obtidos por 
Pila et al., (2010), com a utilização de indutores de resistência em frutos de tomateiro 
(Solanum lycopersicum) indicando um atraso significativo na perda de peso. Ribeiro et al. 
(2010) utilizando extratos vegetais no controle da podridão (F. subglutinans) em frutos de 
abacaxizeiro da variedade ‗Pérola‘ constataram perdas de massa pouco significativas quando 
tratados com extrato vegetal  Pimpinella anisum L.  
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A perda de peso dos frutos resulta no enrugamento e murchamento, comprometendo 




Figura 2. Perda de massa de frutos de abacaxizeiro ‗Pérola‘ tratados com extratos vegetais, 
indutores de resistências e fungicida, UFPB, Areia-PB, 2016. 
 
Os extratos CF e AC em todas as concentrações avaliadas não exibiram qualquer 
efeito significativo na atividade da peroxidase (POX) fenilalanina amônia-liase (FAL) e 
polifenoloxidase (PPO). O extrato MC exibiu performance superior aos demais extratos, 
particularmente nas concentrações mais altas, porém significantemente inferior ao indutor 
ASM, utilizando como padrão para a atividade enzimática (Tabela 2).    
Tratamento de frutos com indutores bióticos ou abióticos intensifica a indução de 
resistência antes da invasão do patógeno, retardando o processo de infecção e prolongando a 
vida dos frutos armazenados (FORBES-SMITH, 1999). O ASM é um análogo do ácido 
salicílico ligado à ativação de genes codificadores de proteínas-RP e enzimas associadas à 
produção de fitoalexinas e lignina que confere à parede celular maior resistência aos 
patógenos, possibilitando a proteção do hospedeiro contra um amplo espectro de doenças 
(COLE, 1999; OOSTENDORP et al., 2001; NAKAZAWA et al., 2001; RESENDE et al., 
2002 ). O ASM não possui ação antifúngica direta (YAMAGUSHI, 1998). 
Nenhum dos tratamentos com extrato vegetal estimulou a atividades das enzimas 
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que nas concentrações utilizadas os extratos não apresentaram propriedades elicitoras. O 
tratamento com ASM apresentou correlação direta entre percentuais de controle da doença e o 
aumento da atividade de todas as enzimas avaliadas (Tabela 2). Valores altos de atividade 
enzimática no tratamento ASM são esperados, uma vez que se trata de um indutor de 
resistência, ativando o metabolismo secundário do fruto. Aumento da atividade enzimática e 
consequente resistência ao patógeno pela aplicação de eliciadores foram observados em frutos 
de pêssego (Prunus persica) e plantas de trigo (Triticum vulgare Vill) (STADNIK e 
BUCHENAUER, 2000; DANNER et al. , 2008). 
 
Tabela 2. Atividade enzimática de polifenoloxidase (PPO), peroxidase (POX) e fenilalanina amônia-
liase (FAL), em de frutos de abacaxizeiro ‗Pérola‘ tratados com extratos vegetais, fungicida 
e indutor de resistência acibenzola-S-metil, UFPB, Areia-PB, 2016. 
Tratamento 
Atividade Enzimática 






CF   500   ppm 0.0189 c 0.155 c 0.048 d 
CF   1000 ppm 0.0225 c 0.228 c 0.141 c 
CF   1500 ppm 0.0670 c 0.111 c 0.281 c 
CF   2000 ppm 0.0698 c 0.199 c 0.217 c 
AC  500    ppm 0.0034 c 0.106 c 0.235 c 
AC  1000  ppm 0.0545 c 0.224 c 0.392 c 
AC  1500  ppm 0.0168 c 0.227 c 0.447 c  
AC  2000  ppm 0.0395 c 0.170 c 0.048 d 
MC 500    ppm 0.0465 c 0.128 c 0.140 c 
MC 1000  ppm 0.1320 b 0.271 c 0.283 c 
MC  1500  ppm 0.1649 b 3.989 b 0.218 c 
MC  2000  ppm 0.2030 b 4.506 b 2.132 b 
Acibenzolar-S-methil 0.9345 a 8.324 a 5.164 a 
Testemunha 0.0320 c 0.130 c 0.132 c 
Fungicida 0.0649 c 0.149 c 3.164 b 
C.V. (%) 18,07 21,32 14,44 
*Médias seguidas de mesma letra na coluna, não diferem estatisticamente entre si. Foi     aplicado o teste de Scott-Knott ao 
nível de 5% de probabilidade. CF- Extrato vegetal de Caesalpinia ferrea; AC- Extrato vegetal de Anadenanthera colubrina; 






Ao contrário dos resultados aqui relatados, Souza et al. (2015) demonstraram que a 
utilização do extrato vegetal MC induziu resistência em frutos de abacaxizeiro infectados pelo 
fungo Chalara paradoxa, detectando entre outras enzimas o aumento da polifenoloxidase. 
Está enzima oxida difenóis, transformando-os em quinonas na presença do oxigênio 
molecular, reduzindo a ação de microrganismos invasores e induzindo resistência no 
hospedeiro, uma vez que as quinonas são altamente tóxicas (NELSON; COX, 2006; 
ALVARENGA et al.  2011). Borges et al. (2013) obtiveram aumento da atividade de 
peroxidase utilizando extrato vegetal de Mimosa tenuiflora em frutos de melancia (Citrullus 
lanatus) no controle da mancha-de-alternaria (Alternaria cucumerina) associando a potencial 
ação indutora de resistência à formação da lignina.  
A ação da peroxidase sobre o patógeno está ligada à oxidação e a eventual 
polimerização de álcool hidroxicinâmico em presença de peróxido de hidrogênio, originando 
lignina, consequentemente dificultando o estabelecimento de fitopatógeno (STANGARLIN et 
al. 2011).  Já Itako et al. (2009)  avaliaram o efeito protetor dos extratos vegetais de Achillea 
millefolium, Artemisia camphorata, Cymbopogon citratus e Rosmarinus officinalis contra 
Cladosporium fulvum agente da cladosporiose em plantas de tomateiro (Solanum 
lycopersicum), concluindo que para qualquer dos extratos a atividade de peroxidase não teve 
incrementos significativos em relação à testemunha, no tempo analisado.  
 
CONCLUSÃO  
O extrato vegetal de M. charantia apresentou potencial na redução da severidade da 
fusariose em frutos de abacaxizeiro ‗Pérola‘; 
O extrato vegetal de M. charantia, nas concentrações mais elevadas, afetou 
positivamente as características físico-químicas dos frutos; 
Os extratos vegetais de C. ferrea e A. colubrina apresentaram menor efeito de indução 
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